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Le D* Charles Nicolle, directeur de l'Institut Pasteur de 
Tunis, membre du Conseil scientifique de l'Institut Pasteur de 
Paris, a succombé le 28 février dernier. 

Né le 21 septembre 1866, & Rouen, ot son pére exercait la 
médecine, Charles Nicolle fit ses études secondaires au lycée 
de cette ville en compagnie de son frére, notre regretlé collégue 
Maurice Nicolle, son ainé de quatre ans. Interne des hépitaux 
de Paris en 1889, il termina ses études médicales en 1893. La 
méme année, il fut nommé professeur suppléant & !’Ecole de 
Médecine et médecin des hdpitaux de Rouen. A J’insligation 
de son frére, il suivit le cours de Microbiologie de 1’Institut 
Pasteur en 1892. 

Désigné en 1902 pour succéder & M. Adrien Loir a la direc- 
tion de l'Institut Pasteur de Tunis, il accepta avec enthousiasme 
et conserva son poste depuis le 1° janvier 1903 jusqu’a sa 
mort. Secondé par des collaborateurs éminents, Ch. Nicolle 
put alors donner toute la mesure de son activilé. En quelques 
années, il accomplit une ceuvre admirable, marquée par des 
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découvertes capitales, qui lui valurent une renommée univer- 
selle. Il fut élu membre asgocié de l’Académie de Médecine et 
correspondant de l’Académie des Sciences en 1920, membre 
non résidant de cette Compagnie en 1929. Il recut le prix 
Osiris (1927) et le prix Nobel de Médecine (1928). En 1932, il 
succéda & M. d’Arsonval dans la chaire du Collége de France 
qu’avaient illustrée Claude Bernard, Magendie et Laennec. 


Dés son arrivée a l'Institut Pasteur de ‘Tunis, Ch. Nicolle se 
proposa de compléter l'étude étiologique et pathogénique, 
encore trés rudimentaire, des maladies infectieuses qui déci- 
maient la population indigéne de la résidence. Le typhus exan- 
thématique fixa tout d’abord son attention; il ne devait cesser 
d’en faire l'objet de ses recherches expérimentales. En 1909, il 
réussit, pour la premiére fois, 4 reproduire le typhus chez les 
animaux (chimpanzé, macaque) et, avec Ch. Comte et E. Con- 
seil, il prouve que cette maladie est transmise par le pou de 
Vhomme malade & ’homme sain. Avec les mémes collabora- 
teurs et A. Conor, puis G. Blanc, il constate que le sang des 
typhigques est virulent de la veille du début de la fiévre au 
second jour de la convalescence; il précise les conditions dans 
lesquelles le pou s’infecte et démontre que l’agent du typhus 
exanthématique se multiplie pendant sept jours aprés la piqire 
dans le contenu intestinal de l’insecte. 

Ch. Nicolle et KE. Conseil reconnaissent (1910) qu’une pre- 
miére atteinte confére au singe et au cobaye une immunité 
plus ou moins solide selon la gravité de linfection expérimen- 
tale. Le sérum des convalescents et celui des animaux guéris 
sont doués de propriétés préventives dans les six & quinze jours 
qui suivent la défervescence. Une immunité active peut étre. 
obtenue chez l’homme par linoculation répétée de sang de 
malades ou de cobayes infectés et méme, comme Ch. Nicolle 
l'a indiqué récemment avec J. Laigret, par une seule inocu- 
lation d'une trés petite quantité de cerveau virulent de 
cobaye enrobé dans un mélange de jaune d’ceuf et d’huile 
d’olive. 

Le virus typhique conserve indéfiniment son activité chez le 
cobaye; mais la sensibilité de cet animal est si faible que la ° 
maladie inoculée ne se révéle que par de la fiévre; parfois, 
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le cobaye et, surtout, le rat infectés ne manifestent aucun 
symptome fébrile, bien que le virus se multiplie dans leur 
sang. C’est & ce type d’infection silencieuse et occulte que 
Ch. Nicolle et Ch. Lebailly ont donné le nom d’infection inap- 
parente. 

De méme que les maladies microbiennes du type clinique 
habituel, les infections inapparentes se caractérisent par une 
période d’incubation et une phase de virulence décelable par 
Vinoculation; elles guérissent en s’accompagnant d’un certain 
degré d'immunilé. Dans les conditions naturelles, elles assu- 
rent Ja conservation et la propagation des maladies conta- 
gieuses dont les épidémies sont saisonniéres, en particulier le 
typhus, la rougeole et la coqueluche. 


Edmond Sergent et H. Foley avaient signalé en 1908 que 
Vinoculation de poux broyés est susceptible de transmettre la 
fiévre récurrente au singe; a la suite d’une étude épidémiolo- 
gique, ils concluaient qu’on ne peut éluder le réle du pou. Mais 
les piqires ne réussissaient pas 4 reproduire la maladie. Avec 
L. Blaizot et E. Conseil, G. Blane et Ch. Lebailly, Ch. Nicolle 
montre que les spirochétes de la fiévre récurrente siégent exclu- 
sivement dans le sang du pou et que Jes poux ne peuvent conta- 
miner homme que si leur sang est porté au contact de la peau 
excoriée ou de la conjonctive. Au rebours de ce que l’on 
observe pour le typhus, l’infection récurrentielle est héréditaire 
chez Vagent transmetteur. La spirochétose, contrairement au 
typhus, ne laisse aucune immunité aprés la guérison. 

fl est & peine besoin de rappeler que l’application de ces 
connaissances sur le réle du pou dans la transmission du typhus 
exanthématigue et de la fiivre récurrente a permis d’établir les 
régles d’une prophylaxie efficace et de préserver, surtout pen- 
dant la Grande Guerre, des centaines de milliers d’humains 
contre ces deux fléaux. 

A la suite d’une mission qu'il accomplit ces derniéres années 
au Mexique, Ch. Nicolle distingua deux variétés de typhus : 
le typhus historique, propre & l’homme et transmis par le pou, 
et le typhus murin inoculé au rat par les puces. Les sujets 
immunisés contre un de ces virus sont également vaccinés 
contre l’autre. 
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Apres avoir déterminé, avec K. Conseil et E. Gobert, l’étendue 
de l'infection brucellique dans le troupeau de chévres laitiéres 
de Tunis, Ch. Nicolle a reproduit la fi-vre méditerranéenne chez 
le cobaye et tenté de vacciner "homme au moyen de cultures 
morles, administrées par la voie digestive. ll s’intéressa tou- 
jours A cette maladie, qu'il avait qualifiée de « maladie 
d’avenir », en raison de la chronicité des foyers microbiens et 
de l’extension rapide de la fiévre ondulante dans plusieurs 
parties du monde. 

Reprenant l'étude du bacille de Ducrey, qu'il avait com- 
mencée en 1893 et continuée en 1900 en transmettant le 
chanecre mou au singe, Ch. Nicolle a indiqué un milieu de 
culture qui permet de conserver vivant, pendant plusieurs 
semaines, ce germe [res fragile. Avec P. Durand, il préconisa 
la vaccinothérapie du chancre mou par linoculation intra- 
veineuse de microbes spécifiques tués. 

Avec E. Conseil, il confirme la sensibilité du singe au virus 
morbilleux et montre que, dans la rougeole, le sang est viru- 
lent depuis la période qui précéde immédiatement |’éruption 
jusqu’au lendemain de la chute thermique. Le sérum des 
convalescents est doué de propriétés préventives trés neltes 
(1919). La méthode de prophylaxie de la rougeole par l'emploi 
du sérum de convalescent a été adoptée par tous les hépitaux 
et les services d’hygiéne sociale; elle peut étre complétée par 
Vinoculation de sang virulent, qui procure une immunité plus 
durable. | 

Ch. Nicolle a inauguré l'étude expérimentale du trachome 
en reproduisant la maladie chez le chimpanzé, le magot et le 
lapin; il a constalé que l’agent du trachome est un microbe 
invisible et filtrable, peut-étre d’origine tellurique, et, avec - 
G. Blane, que la maladie, contagieuse pendant toute son évo- 
lution, est diffusée par les mouches. 

Ses recherches sur les mycétomes l’ont conduit a trouver les 
formes de fructificalion du Sterigmatocystis nidulans dans les 
lissus altérés et & transmettre au pigeon les mycétomes dus a ce 
germe et 8 un champignon du genre Madurella. 

Antant que la bactériologie et la mycologie, la protistologie 
doit a Gh. Nicolle des découvertes de la plus grande impor- 
tance. Le premier, il a réalisé la culture indéfiniment repi- 
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quable de la Leishmania tropica du bouton d Orient sur un 
milieu spécial et reproduit la maladie chez le chien, le singe et 
homme par inoculation de virus ou de culture. Il a obtenu 
également la culture de la Leishmania infantum, transmis la 
maladie au chien et au singe, observé chez le chien une infec- 
tion naturelle identique & la splénomégalie leishmanienne de 
homme et reconnu, avec Ch. Anderson, que cette Leishma- 
niose canine n'est pas transmise de chien A chien par la puce et 
par la punaise. Avec L. Manceaux, il a étudié les rapports de 
la leishmaniose interne et du bouton d’Orient et signalé les 
premiers faits de vaccinalion réciproque. 


Ch. Nicolle a étendu ses investigations sur des champs si 
divers qu'il est impossible, dans une bréve notice, de résumer 
tous ses travaux : étude de l’agglutination des bactéries (1898) 
ou sont décrites, pour la premiére fois, ’agglutination granu- 
laire dans les cultures en bouillon et agglutination spontanée 
en eau physiologique qu Arkwright a considérées, depuis, 
comme un des altributs les plus importants de la variante R, 
rugueuse, des bacilles du groupe coli-typhique et que Burnet 
a trouvées dans les brucelloses; essais de vaccination contre les 
fiaévres typhoide et paratyphoides, le choléra (par inoculation 
intraveineuse de germes vivants), la dysenterie, la fiévre 
méditerranéenne (au moyen de cultures mortes employées par 
la voie digestive), la conjonctivite aigué & bacilles de Weeks; 
vaccinolhérapie de la coqueluche et de la blennorragie; essais 
de transmission des oreillons, de l’érytheme noueux et de la 
syphilis au singe; diagnostic expérimental de la rage; étude de 
la toxoplasmose du Gondi, des différents types de spirochétes 
et du mécanisme par lequel les ornithodores transmettent les 
spirochétoses (avec Ch. Anderson); culture de protozoaires 
divers ; techniques spéciales (ponction de la rate chez | homme, 
ponction du cwur chez le cobaye et chez la poule avec 
Ch. Lebailly); enquétes épidémiologiques, en particulier sur 
lVankylostomiase et la bilharziose; prophylaxie de la tubercu- 
lose, de la peste, de la syphilis, du paludisme; réorganisation 
de l'Institut Pasteur de Tunis; fondation et rédaction des 
Archives de UInstitut Pasteur de Tunis; enseignement au Col- 
lége de France; publication de toute une série d’ouvrages 
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scientifiques ou philosophiques : Naissance, vie et mort des 
maladies infectieuses, Intrdduction a la carriére de la Médecine 
expérimentale (1932), Biologie de Invention (1932), Destin des 
maladies infectieuses (1933), La Nature (1934), L’expérimenta- 
tion en médecine (1934), Responsabilités de la médecine (1935). 
La seule distraction de notre éminent collégue fut d’écrire 
quelques cuvres littéraires, dont Les deux larrons et La Nar- 
quoise. 


Animateur et conseiller; inspirateur et guide; chercheur 
infatigable, doué d’une ardente imagination scientifique éclairée 
par un vaste savoir; audacieux et assuré dans la recherche; 
adepte passionné de la méthode expérimentale, mais docile 
aux lecons de la raison, Charles Nicolle fut, dans toute l’accep- 
tion du terme, un chef d’école et un des maitres de la Micro- 
biologie. 

Il se plaisait & avant-garde de nos formations scientifiques, 
& la pointe de nos bataillons, que, dans sa fougue, il jugeait 
parfois un peu lents et lourds, mais il restait des nétres de toute 
son ame. II professait pour la mémoire de Pasteur un culte 
sans bornes et il nous était lié & tous par l’affection qu il 
vouait & son frére Maurice. Sil lui arriva de sourire mali- 
cieusement devant l’édifice sévére de la rue du Docteur Roux, 
son ceeur et son esprit n’appartenaient pas moins tout entiers 
a notre vieille et chére Maison. 

Charles Nicolle laisse une ceuvre impérissable; il a pris rang 
auprés des plus grands disciples de Pasteur qui l’ont précédé 
dans la tombe. 


L'Institut Pasteur partage le deuil de M™° Nicolle et de ses — 
enfants; il leur adresse ses condoléances émues et l’expression 
de sa profonde sympathie. 


LA VISCOSITE DES MELANGES 
TOXINE-ANTITOXINE DIPHTERIQUE 


par P. LECOMTE DU NOUY et V. HAMON. 


En 1923, je signalais, non dans un mémoire, mais dans un 
tableau faisant partie de l’envoi de l'Institut Rockefeller de 
New-York & lExposition Internationale du Centenaire de 
Pasteur & Strasbourg (1) un phénoméne nouveau : |’accroisse- 
ment brusque et momentané de la viscosité d’un sérum immu- 
nisé aprés addition d’une faible quantité de son antigéne spéci- 
fique. A cette époque, mes expériences portérent uniquement 
sur des précipitines (2). 

Ce phénoméne, pourtant grossier, car son amplitude est 
parfois considérable (la viscosité du mélange peut doubler ou 
tripler en quelques minutes), avait jusque la passé inapercu en 
raison de sa durée assez courte, et surtout parce qu il n’existait 
pas d’appareil permettant de mesurer d’une facon continue la 
viscosité d’une faible quantilé de liquide. Le viscosimétre que 
jemployai (3) avait été concu dans le but de déterminer les 
variations de viscosité du sérum en fonction du temps ou de la 
température (4). Il ne réclame que 1 cent. cube de liquide et se 
préte aisément & de longues séries de mesures en fonction 
d’une variable quelconque : Température, temps, réaction, 
sédimentation, etc. Sa description ayant été publiée ailleurs, 
nous nous bornerons a rappeler qu'il est basé sur le principe 
des cylindres coaxiaux et que les lectures, proportionnelles a la 
viscosité absolue, se font sur une écheile transparente au moyen 


(A). Calalogue du Musée Pasteur (Strasbourg, 1922), n° 8, p. 29: « Nouveau 
viscosimétre A grande sensibilité applicable a l'étude des colloides. Le 
mélange d'un antigéne et dun anlisérum s’accompagne d’une élévation 
brusque de la viscosité. Cette réaction est spécifique ». 

(2) Lecomrs pu Nowy, Congrés d' Immunologie (Convegno Volta), Rome, 1933 ; 
et Ergebn. des Hyg. Bakter. Immun. u. Exper. Therap., 15, 1934, p. 323, 

(3) Lecomte pu Not, J. Gen. Physiol., 5, 1933, p. 429; et Méthodes Physiques 
en Biologie, Baillére, 1934. 

(4) Lecomte pu Noiy. Ces Annales, 42, 1928, p. 742; et J. Gén. physiol., 12, 
4929, p. 363. 
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d'un spot lumineux. Dans un modéle récent, les lectures se 
font surun milliampéremétre qui mesure Vintensilé du courant 
nécessaire pour maintenir le spot au zéro, au moyen d'un 
dispositif électro-magnélique. 

Nous reprimes ces expériences avec M''* Hamon, en 1934. Je 
confiai au D* Mario Coppo. stagiaire dans mon service, |’étude 
des précipitines (1) tandis que nous nous proposions d’étudier 
les modifications de viscosilé qui pourraient se produire dans 
un mélange de toxine-antitoxine diphtérique. L’existence d’une 
floculation, que Ramona utilisée pour obtenir un dosage quanti- 
tatif de l’antitoxine dans les conditions que |’on connait (2), faisait 
prévoir que, de méme que dans le cas de précipitation, le phéno- 
méne serait précédé d'une variation dans la viscosité du mélange. 

L’expérience révéla aussildt qu’en effet, un phénoméne tout 
a fait analogue se produisait par addition d’antitoxine a la 
toxine diphtérique. Le but du présent mémoire est d’exposer les 
expériences qui ont conduit & obtenir, au moyen de cette 
méthode, un dosage quantitatif de |’‘antitoxine toujours conforme 
a celui obtenu par Ja méthode de floculation de Ramon. En 
somme, le phénoméne qui sert de base au dosage viscosimé- 
trique est celui qui aboutit a la floculation ulilisée par Ramon. 
Au point de vue pratique, cette nouvelle méthode ne présente 
aucun avantage sur la méthode de floculation; au contraire, 
elle est plus compliquée el réclame un appareillage de précision 
encore assez coiiteux. Cet appareillage pourrait d’ailleurs étre 
considérablement simplifié. Au point de vue scientifique, elle 
nous permet de pénétrer plus intimement dans le mécanisme 
du phénoméne, elle est plus générale, puisqu’elle s’étend au 
dosage des précipitines (3), et plus sensible, comme on le 
verra au cours de ce mémoire. 

Il n’est peut-¢tre pas inutile de signaler que nous avons éga- 
lement essayé les mesures photométriques (en lumiére trans- 
mise et diffusée latéralement); la mesure de la tension superfi- 
cielle et la mesure de la conductivilé électrique, et qu’aucune de 
ces méthodes ne nous donna de résultats positifs intéressants. 


(1) Coppo (M.), C. R. Soc. de Biol., 148, 1935, p. 1307; 419, 1935, p. 175, et avec 
FP. Seevicn, Zischr. f. Immun. 85, 1935, p. 433. 

(2) Ramon (G.), C. R. Soc. de Biol., 86, 1922, p. 664, 744 et 843. 

(8) Voir Copro, loc. cit. 
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TECHNIQUE. 


Toutes les mesures furent effectuées sur des échantillons de 
toxine et d’antitoxine aimablement fournis et dosés par 
M. Ramon, & qui nous adressons de nouveau nos vifs remer- 
ciements. Les mélanges furent préparés conformément a la 
technique indiquée par lui, sauf dans des cas spéciaux. 


Lect. Fig.1 


Courbes 1et2: 
Melange effectue 


280 n avant la mesure 
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160] “Addition dantitoxine dans Jacuve duVisc. ,N°3 


© 10 20 30 40 50 79 90 10 min 
Temps 
Fic. 1. — Influence de la préparation du mélange: 4° en dehors de la cuve 


avant la mesure (courbes 1 et 2); 2° dans la cuve par addition dantitoxine 
(courbe 3). On constate l’accroissement brusque de viscosité du a l’addi- 
tion d’antitoxine. Le décalage des courbes en hauteur (par rapport aux 
ordonnées) correspond au temps qui s'est écoulé entre le mélange et la 
premiére mesure. Courbe n° 4: huit minutes. Courbe n° 2 : une minute. 


Afin de ne pas surcharger ce mémoire, nous ne publierons 
ici que 4 expériences completes, sous forme de courbes qui 
permettent d’un seul coup d’ceil de suivre le phénoméne. Avant 
d’effectuer ces mesures, nous nous sommes assurés que Von 
n’avait pas d’avantage A préparer le mélange toxine-antiloxine 
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dans la cuve du viscosimétre. Les manipulations s’en trouvent 
facilitées. Le volume final du mélange introduit dans la cuve 
(de 1 cent. cube & 2 cent. cube suivant le cas) doit naturelle- 
ment toujours étre constant dans une série de mesures. La 


Fig.2 Exp. N° 67 
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e) 20 40 60 80 100 120 140 i160 180 min. 
Temps 
Fic. 2. — Courbe montrant l'accroissement de viscosité du mélange toxine- 
antitoxine en fonction du temps et en fonction de la quantité d’antitoxine 
ajoutée. Les chiffres au sommet des courbes indiquent cette quantité en 


centimétres cubes. Us correspondent donc au titrage de l’antitoxine 
d’aprés Ramon. 


figure 4 représente les résultats obtenus en effectuantle mélange 
hors de la cuve du viscosimétre (courbes 4 et 2), et dans le 
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viscosimétre (courbe 3). Dans cette derniére courbe, on relrouve 
identiquement le phénoméne signalé par Lecomte du Noity en 
1923, a savoir augmentation brusque de la viscosité, par 
addition d’antitoxine. 


Hl est clair, d’aprés ces trois courbes, que l’amplitude de 


Figo. mR DA a 71 
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Fic. 3. — Dosage de lantitoxine par la viscosité. 
Expérience semblable a celle de la figure 2. 


laceroissement est & peu prés la méme, ainsi que le temps 
nécessaire pour atteindre le maximum. Dans tcutes les mesures 
subséquentes, les mélanges furent donc faits séparément. 


R&suLTaAts EXPERIMENTAUX. 


Expfériences n° 67. — Toxine formolée (22 janvier 1935). Sérum antidiphté- 
rique de cheyal, n° 884. 
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Fic. 4. — Dosage de l’antitoxine par la viscosité. Nous avons choisi cette 
expérience pour montrer que lorsque le temps nécessaire 4 apparition du 
maximum et de la floculation est plus long, les courbes sont plus aplaties. 


Fig.2 Exp. 79 
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Pi Fic. 5. — Dosage de l’antitoxine. 
Expérience semblable 4 celles des figures 2, 3, 4. 
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Résultats de la réaction de floculation : Exp., n° 67, fig. 2. 


TOXINE SERUM TEMPS NECESSAIRE 
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Fic. 6. — Comparaison du temps nécessaire pour effectuer le dosage 
par la floculation el par la viscosité. 
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La figure 2 exprime les valeurs de la viscosité (lectures de 
l'échelle du viscosimetre) en ordonnées, en fonction du temps 
(abscisses). On voit que le mélange n° 3 (5 cent. cube toxine 
+ 0 c.c.7 antitoxine) présente son maximum de viscosité au 
bout de trente-six minutes. Il se distingue nettement des 
mélanges n° 2, 4, 5, 6 et 7. On peut admettre que c’est celui qui 
correspond & la saturation et au dosage d’apres Ramon. 


Fig.7 Exp. 112 vis 


) 20 40 60 80 100 120 140 min. 


Fic, 7. — Eflet de la dilution. On voit que lorsque l’antitoxine est diluée, 
Vamplitude du maximum aux enyirons du rapport critique de concentra- 
tion est diminnée. Mais, d’autre part, l’écart est augmenté, puisqu’il est 
porté de sept minutes a cinquante minutes. 


Les mélanges comportant une proportion plus élevée de 
scrum antidiphtérique (de 0c.c. 8a4c.c. 1) donnent dans ce 
cas (nous verrons qu’il n’en est pas toujours ainsi), non seule- 
ment des temps plus longs (quarante-quatre, soixante-deux, 
soixante-dix- sept, cent quarante-sept minutes) mais encore 
des valeurs plus faibles du maximum de viscosité (470 pour 
0,7; 456 pour 0,8; 42% pour 0,9; 440 pour 0,6, etc.). Le phéno- 
méne est donc extrémement net. 
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EXPERIENCE n° 71. — Toxine formolée (22 janvier 1935). Sérum antidiphté- 
rique du cheval no 812, fic 3. 


TOXINE SERUM TEMPS NECESSAIRE 
NUMERO antidiphtérique | pour l’apparition de la floculation 
en cent. cubes en minutes 
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Fic. 8. — Influence de la température de la réaction. On voit que si les 
mesures sont effectuées a 37° l’amplitude est diminuée et les maxima 
rapprochés. On n’a done aucun inlérét a travailler 4 une température 
supérieure a 25°. 
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La figure 3 exprime les valeurs ob.cnues par la mesure de la 
viscosité. On voit que, d’accord avec le test de Ramon, c’est le 
mélange n° 3 (5 +0 c.c. 5) qui donne le maximum dansle délai 
le plus court, d’ailleurs identique dans les deux méthodes : 
trente minules. Ensuite vient le mélange n° 4 (5+ 0c. c. 6), 
avec un écart de six minutes seulement (la floculation indi- 
quait que le dosage réel n’était pas loin de 0,6). Ensuite vien- 
nent, presque ensemble, les mélanges n° 2 et 5 (Oc. c. 4 et 


Fig. 9 Exp. 118 
ay, 562 (i0'min ) 


58° (i0min) 
350 ny 56 (30min) 


550 
310 


290 
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Fic. 9. — Influence du chauffage préalable. L’antiloxine chauffée dix minutes 
a 56° fournit sensiblement la méme réaction. L’augmentation du temps de 
chauffage déplace la courbe et diminue l’amplitude. Le méme effet 
s'observe lorsque la température est supérieure 4 36°. 


0 c.c. 7) au bout de cinquante-cing minutes, et enfin, en 
cent quatorze minules, le mélange n° 6 (0,8). On constate que 
le mélange n° 1 ne détermine qu'une faible augmentation de 
viscosité, sans maximum, el que le mélange n° 7 présente une 
augmentation progressive de viscosité, sans maximum non 
plus, au bout de deux heures trente. 


Exrénrence n° 76, — Toxine formolée (13 février 1933). Sérum antidiphtérique 
du cheval n° 886, fig. 4. 
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: TOXINE 1 SERUM TEMPS NECESSAIRE 
NUMERO antidiphtérique | pour l’apparition de la floculation 
en cent. cubes en minutes 


en cent. cubes 


225 (3 heures, 45 minutes). 
90 

80 (saturation). 

400 

165 

415 (6 heures, 55 minutes). 
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Nous avons‘choisi cet exemple a cause de l’allure légtrement 
différente des courbes. Le temps nécessaire pour atteindre le 


1 7,60 Fig.10 Exp.132 
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290 
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250|/ re Les chiffres indiquent le PH 


(a) 20 40 60 80 100 120 140 min. 


Fic. 10. — Inffuence de la concentration en ions hydrogéne. L’optimum au 
“point de vue amplitude “et) rapidité s’observe au pH normal du sérum 
manipulé a lair libre, c’est-a-dire entre 7,50 et 7,80 (Rapporté a 37°.) 
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maximum fut sensiblement plus long que dans la majorité des 
expériences (fig. 4). On constate en effet l’accord avec la réac- 
tion de floculation (saturation correspondant au mélange n° 4 
(5 + 0c. c. 6) au bout de quatre-vingt-quatre minutes. 


490 Fig. 11, Exp. 133 
370 
350 
330 
310 


290 


te) 20 40 60 80 100 min. 


Fie. 44. — Influence du pH. 
Les variations sont plus marquées du cété acide que du coté alcalin. 


Expérrence n° 79, — Toxine formolée (13 février 1935). Sérum antidiphté- 
rique du cheval « Musat », fig. 5. 


; TOXINE ete TEMPS NECESSAIRE 
NUMERO antidiphtérique | pour l'apparition de la floculation 
en cent. cubes | en cent. cubes en minutes 


(saturation). 


5 0 
5 0) 
5 0 
5 0 
bs) 0 
5 0 
5 0 
5 4 
5 4 


280 (4 heures, 40 minutes). 
505 (8 heures, 25 minutes). 
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La figure 5 montre qu’ici encore — comme d’ailleurs dans 
toutes ces expériences — l’accord est excellent entre les deux 
méthodes. Le premier maximum est obtenu pour le mélange 
n° 3(5+0c.c. 5) au bout de trente-deux minutes. Les maxima 


470 Fig. 12 Exp.82 
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430 
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370 
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Fic. 12. — Influence de l’agitation. Ces courbes représentent les résultats 
obtenus en effectuant les mesures toutes les cinq, dix et quinze minutes. 
On voit que plus les agitations sont nombreuses, moins le phénoméne est 
important, mais plus il est rapide. Si les mesures sont faites toutes les 
vingt minutes, le phénoméne est encore plus marqué et le spot peut sortir 
de l’échelle. Si la mesure est faite d'une fagon continue, sans arréter la 
rotation, le phénoméne est encore plus prématuré, et la courbe plus 


aplatie. 


correspondant aux autres mélanges sont de moins en moins 


marqués el de plus en plus éloignés. 
Pour résumer ces résullats, nous dirons que la méthode vis- 
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cosimélrique permet dans un temps sensiblement égal, et 
parfois beaucoup plus court, d’obtenir identiquement les 
mémes résultats que la méthode de floculation de Ramon, avec 
cette différence qu’on peut discerner plus nettement la dose 
saturante exacte lorsque, occasionnellement, la floculation se 
produit simultanément dans plusieurs tubes. Les courbes de 
la figure 6 mettent ces faits en évidence graphiquement. Les 
expériences qui vont suivre montreront qu’on pourrait, en 
tenant compte de la dilution et de l’agitation, perfectionner la 
technique que nous avons employée, si besoin était (Exp. 142 
bis et 82). 


EFFET DE LA DILUTION. 


Qnand le sérum antidiphlérique est dilué au 1/5 par du 
sérum normal et que les quantilés de toxine et d’antitoxine 
restent constantes, Vaccroissement de viscosité est moins 
murqué, naturellement, mais le premier maximum s observe 
pour le méme rapport de concentration que dans le cas ou le 
mélange n’est pas dilué. Dans ce cas, il arrive que l’écart soit 
beaucoup plus marqué entre les mélanges dont le rapport de 
concentration est voisia de celui qui correspond 8 la satura- 
tion. En d'autres termes (voir fig. 7) nous voyons dans l’expé- 
rience 112 dis que l’écart de temps entre lapparilion du 
maximum de deux mélanges (5-4-0,5 et 5-+-0,7) est de six 
minutes seulement, et que précisément ils sont d’amplitude 
analogue; l’écart dans ce cas est de cinquante minutes entre 
les deux maxima obtenus avec les mémes rapports de concen- 
tration, quand le sérum anlidiphtérique a élé dilué au 41/5. 
il va sans dire que pour que le rapport soit le méme que dans 
le cas de toxine et d’antitoxine pures, la quantité d’antitoxine 
diluée est augmentée proportionnellement a la dilution. Quand 
on elfectue la dilution avec, non plus du sérum normal, mais 
de la solution isotonique de NaCl, le phénoméne est semblable, 
etl amplitude du maximum en valeur absolue est diminuée. 
Kn diluant au 1/100 Vamplitude du phénoméne est tellement 
faible qu’on ne peut l’uliliser. 
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EFret bE LA TEMPERATURE DE LA REACTION 
ET DU CHAUFFAGE DU SERUM. 


Si les mesures de viscosilé sont effectuées & 37° au lieu de 25° 
amplitude du phénoméne est sensiblement la méme, mais il 
est plus précoce, et, en général, lécart diminue entre les 
maxima correspondant & des quantités voisines de sérum anti- 
diphtérique. La figure 8 montre les résultats oblenus (Exp. 103; 
toxine du 29 avril 1935; sérum antidiphtérique de cheval n° 824). 
On n’a donc pas avantage a faire les mesures & une température 
supérieure a 25°. 

Quand le sérum antidiphtérique a été soumis & une tempé- 
rature de 56° pendant dix minutes, le phénoméne n’est en 
général pas beaucoup aflecté, comme on peut le voir sur la 
figure 9 (Exp. 118; toxine du 17 mai 1936; sérum antidiphté- 
rique de cheval, n° 21). Mais si le chauffage a été prolongé 
pendant trente minutes, le maximum est retardé et son ampli- 
tude diminue. Le méme effet est obtenu par chauflage de dix 
minutes & 58°. Dans un cas exceptionnel (sér. n° 715, exp. 
n° 122), nous avons constalé, aprés un chauffage d’une heure 
a 56°, le retard habituel (trente-trois minutes), mais un 
maximum de plus grande amplitude que celui correspondant 
au sérum non chauffé. 

Ces résultats sont semblables 4 ceux obtenus par Ramon (1) 
et par Schmidt (2). 


ErFret DE L’ACIDIFICATION ET DE L’ALCALINISATION. 


Le sérum étant constamment manipulé & lair libre perd son 
CO, et devient alcalin. Toutes les mesures précédentes ont été 
effectuées sur des sérums antidiphtériques dont le pH variait 
entre 7,5 et 7,9. Or, le phénoméne n’est pas indépendant de la 
valeur de la concentration en ions hydrogéne et semble 
atteindre une amplitude maxima aux environs de 7,6, comme 
on s’en rend aisément compte en examinant la figure 10. La 
figure 11 montre que l’alcalinisation (& pH 8,76 par exemple) 
diminue |’ampleur du maximum, mais affecte en général 


(1) Ramon (G.). Loc. cit. 
2) Scumipt. Zisehr. f. Imm., 66, 1930, p. 292. 
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Vallure de la courbe beaucoup moins que l acidification 
(fig. 10). Schmidt a signalé, pour la floculation, des résultats 
tout a fait analogues (voir note 2, p. 373). 


EFFET DE L’AGITATION DU MELANGE. 


Les différences observées dans la vitesse d’apparition du 
maximum peuvent, dans une certaine mesure, s expliquer par 
des différences dans l’agitation du mélange, et parliculiére- 
ment par l'agitation déterminée par le mesure elle-méme. En 
effet, suivant que les mesures sont faites de cing en cinq, de 
dix en dix ou de quinze en quinze minutes, le mélange est 
plus ou moins agité, et l’aspect des courbes est tout & fait diffé- 
rent. Si le maximum est retardé dans le cas ot les mesures 
sont plus espacées, l’amplitude du phénoméne est augmentée 
et peut méme étre doublée (fig. 12, exp. n° 82). La premuére 
courbe de gauche, la plus basse, correspond a des mesures 
effectuées toutes les cing minutes. La seconde, & des mesures 
effectuées toutes les dix minutes, et la plus haute, a des 
mesures faites de quinze en quinze minutes. Ce phénoméne 
en lui-méme pose des problémes physico-chimiques intéres- 
sants. Quand les lectures se font sans interrompre la rotation, 
le déplacement est naturellement encore plus net, et le dosage 
s’effectue en un temps bien plus court que par la floculation 
(voir note 1, p. 373) par exemple (Exp. n° 135) en soixante-dix 
minutes au lieu de deux heures. 


+ 
* * 


Nous avons montré que les phénoménes de floculation et 
d’accroissement de viscosité sont intimement liés et que la 
mesure de la viscosité permet de saisir le phénoméne avant 
apparition de la floculation. Cette augmentation momentanée 
de la viscosité permet de suivre pas & pas des phénoménes dont 
la nature n’est pas encore connue, alors que l’apparition de la 
floculation ne renseigne que sur la phase finale de ces phéno- 
ménes. Il s’ensuit que les résultats des expériences de Schmidt 
et de Ramon sur la floculation des mélanges de Ramon peu- 


vent en général se retrouver quand on étudie la viscosité de 
ces mélanges. 
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Résume. 


En étudiant au moyen d’un viscosimétre & lecture continue 
les mélanges de toxine et d’antitoxine diphtériques préconisés 
par Ramon pour le dosage de l’antitoxine dans le sérum anti- 
diphtérique, on constate l’apparition ‘d’un maximum impor- 
tant de viscosité. On peut, de cette facon, titrer lantitoxine 
dans le sérum. Les résultats sont toujours d’accord avec ceux 
fournis par la méthode de floculation. Dans le cas ot plusieurs 
tubes floculent ensemble, ce qui empéche d’atteindre un 
titrage exact, la méthode viscosimétrique permet d établir une 
distinction nettle entre les denx"mélanges. Elle est donc plus 
sensible. 


a 


CYCLE EVOLUTIF 
D’'UN HEPATOZOON DE GECKO VERTICILLATUS 


par L. A. ROBIN. 


(Institut Pasteur de Saigon. Service antipaludique.) 


Au cours d’une série de recherches sur |’évolution de cer- 
tains parasites sanguicoles dans l’organisme de leurs hétes 
verlébrés, recherches entreprises dans l’espoir d’élucider cer- 
tains points encore obscurs de la biologie de l’hématozoaire de 
Laveran, nous avons eu l'occasion de pouvoir définir dans ses 
grandes lignes le cycle évolutif d’une hémogrégarine, parasite 
des hématies de Gecko verticillatus (1) (Laurenti) [4]. 

Ce Saurien, & livrée verdatre parsemée de points orangés, 
est d’une longueur moyenne de 25 4 30 centimétres a l’Age 
adulte. ll héberge dans son sang un certain nombre de para- 
siles déja connus pour la plupart, microfilaires [2], trypano- 
some [3], hémogrégarines [4], pirhemocyton [5]. 

Nous avons choisi le Gecko pour notre étude, car il est 
fréquemment parasité dans le pays par un Hepatozoon (46 p. 100 
des cas sur 50 Geckos examinés). Il supporte par ailleurs faci- 
lement la captivité & condition d’étre maintenu pendant la 
journée dans une obscurité relative ; il est d’un maniement 
facile et ilest aisé d’assurer son alimentation par des insectes 
(mouches, sauterelles, moustiques, etc. ). 

L’Hématozoaire de Gecko verticillatus présente des carac- 
teres d’éyolution (cycle schizogonique et cycle sporogonique) 
qui permettent de le rattacher au genre Hepatozoon. Nous 
avons décrit [6] brigvement le cycle évolutif de ce protozoaire 
que nous avons appelé Hepatozoon mesnili. 

On connait seulement jusqu’ici le cycle évolutif complet de 
quatre Hémogrégarines appartenant au genre Hepatozoon : 


(1) Nous remercions M. le Professeur Bourret, de l'Université indochinoise 


de Hanoi, qui a bien voulu déterminer d’une facon précise l’espéce du Gecko 
étudié. 
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H. muris du rat qui évolue chez l’acarien Lelaps echidninus 
(Miller 1908) [7]. 

H. canis du chien dont l’héte invertébré est Rhipicephalus 
sanguineus (Christophers 1907, Wenyon 1911) [8], 

H. criceitt du hamster dont la sporogonie s’effectue chez 
Iaponyssus arcuatus (Noller 1912) [9]. 

H. pettitc dont Vhdte vertébré est un crocodile et I’hdte 
invertébré Glossina palpalis (Hoare 1932) [40] chez lequel 
Chatton et Roubaud (1913) [44] avaient décrit des oocystes 
d’Hepatozoon. 

Par ailleurs Adler et Theodor [42] ont constaté chez un phlé- 
botome des stades du cycle sporogonique d’un Hepatozoon 
dont ils n’ont pas pu, quoique ayant soupconné un lézard, 
identifier lhéte vertébré. 

L’évolution d’Hepatozoon mesnili (Robin 1936) comporte 
deux phases : 

L’une, phase schizogonique, qui se déroule dans l’organisme 
de Gecko verticillatus, héte vertébré; 

L’autre, qui se passe chez un jinsecte transmetteur (Culex, 
Stegomyia), phase sporogonique. 


I. — EvoLuTion DANS L’ORGANISME DE L’HOTE VERTEBRE. 


Le parasite. — Le parasite se rencontre dans le sang du 
Gecko, infecté naturellement ou expérimentalement, sous la 
forme libre et sous la forme intraglobulaire. 

A. Forme libre. — Corps mobile ayant l’aspect général de 
fuseau, & extrémité antérieure effilée et extrémité postérieure 
arrondie. Quand aucun obstacle ne s’oppose au déplacement de 
l’hémogrégarine le corps est rectiligne (dimensions : 3 4 4 » sur 
25 & 30 win vivo). ; 

Il apparait entouré d’une zone claire, réfringente, donnant 
l’'apparence d’une gaine. Le noyau, assez facilement visible a 
l'état frais, ala forme d’un ovale allongé, situé approximative- 
ment a l’union du tiers antérieur avec le tiers moyen. 

Sur frottis colorés au May-Griinwald-Giemsa, les dimen- 
sions sont & peu pres conservées. Le noyau, coloré en rouge- 
violet foncé, est ovalaire, parfois vacuolaire; la chromatine 
s'y condense sous forme de trois ou quatre grains noiratres; 1 
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occupe tonte la largeur du corps et a une longueur de 6 a 7 p. 
Le protoplasme est gris bleu pale, finement granuleux sauf au 
voisinage du noyau et aux extrémités ot les granulations sont 
plus grosses. On peut voir parfois quelques grains azurophiles 
dans le protoplasme (fig. 3, @). 

B. Forme intraglobulaire (Gamétocytes). — A l’intérieur des 
elobules rouges parasités, Hepatozoon mesnilt se présente sous 
deux aspects principaux entre lesquels on trouve tous les inter- 
médiaires : 

a) Aspect falciforme. — Le tiers antérieur du corps se replie 
enavant du noyau sur le tiers moyen. Les parties moyenne et 
postérievre du corps restent cylindriques légérement recour- 
bées en croissant. Le noyau a une forme triangulaire, la portion 
étroite élant antérieure, la base postérieure. Il est gros, violet 
foncé, souvent vacuolaire, & chromatine parfois disposée en 
bandes transversales. I] occupe toute la largeur du parasite et 
a 647» de long. Le protoplasme est gris-bleu, granuleux; il 
présente souvent une vacuole transversale & l’extrémité posté- 
rieure du corps. Sa coloration est en général plus foncée dans 
la partie antérieure du corps ainsi que sur les bords de ’hémo- 
grégarine. Le parasite est entouré d’un espace clair, si bien 
qu'il semble encapsulé 4 l’intérieur du globule rouge. Ce der- 
nier est hypertrophié dans les deux sens et son noyau est 
rejeté latéralement sans étre déformé. L’hypertrophie du glo- 
bule rouge est toulefois difficile & apprécier en raison de l’ani- 
socytose presque constante du sang des Geckos, méme non 
infectés (fig. 3, 6). 

Les dimensions du corps falciforme sont : 

Longueur : 15 a 16 » (partie recourbée non comprise). 

Largeur (partie antérieure recourbée comprise) : 6 47 p. 

Largeur (partie postérieure): 485 p. 

On rencontre aussi parfois l’aspect falciforme net sans qu’on 
puisse voir la partie antérieure recourbée. De méme, le noyau 
peut étre cylindrique avec chromatine disposée en bandes 
transversales ou en amas a& la périphérie du noyau; sa colora- 
tion est rouge violacé. Quelques échantillons se distinguent 
des autres par la position du noyau qui se trouve a la partie 
médiane du corps. 

b) Aspect ovalaire. — Se caractérise par la présence d’un 
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noyau rouge vif avec chromatine disposée en bandes transver- 
sales, ou vacuolaire avec condensation de la chromatine a la 
périphérie du noyau. Ce noyau est presque central. Le proto- 
plasme trés vacuolaire prend & peine le colorant, d’ou son 
aspect blanchatre qui tranche sur le protoplasme coloré du glo- 
bule rouge. 

Longueur 14 p, largeur 6 p. 

Les extrémités sont arrondies; aucune d’elles n’est repliée. 
Le parasite est contenu dans une loge & contours nets & l’inté- 
rieur de l’hématie qui ne présente pas d’autres dé/ormations 
que celles que nous avons signalées ci-dessus (fig. 3, c) 

Ces deux aspects, ovalaire et falciforme, se rencontrent tou- 
jours en méme lemps chez les Geckos infectés, mais leur pro- 
portion respective varie l'une par rapport 4 l'autre chez un 
méme animal suivant les jours. Jamais nous n’avons rencontré 
deux parasites dans une méme hématie. L’évolution ultérieure 
de ces formes intraglobulaires chez lhéte invertébré permet 
d’affirmer qu’on se trouve la en présence de formes sexuées 
sans qu il soit possible de différencier morphologiquement 
élément male de l’élément femelle. 

Nous aurions plutét tendance a considérer « l’aspect ovalaire » 
de ’hémogrégarine comme une forme de dégénérescence du 
parasite, précédant la mort. 

Le parasite que nous venons de décrire différe sensiblement 
de ’hémogrégarine rencontrée par Chatton et Blanc [4] chez 
Tarentola mauritanica d’ Algérie. De méme celle qu’ont décrite 
Foley et Catanei [4] chez le méme lézard ne semble pas pré- 
senter, d’aprés leur description, le méme aspect morphologique 
que celle d’Indochine. Les aspects qu’ils dénomment « petites 
formes » ont en particulier des dimensions nettement infé- 
rieures aux notres. 

Mathis et Leger [43], dans leur excellente étude sur-la para- 
sitologie animale au Tonkin, ne semblent pas avoir eu l’occa- 
sion de rechercher les parasites du Gecko. En tous cas, ils ne 
mentionnent pas la présence d’hémogrégarines chez les Sau- 
riens qu ils ont étudiés. 


FoRMES DE MULTIPLICATION DANS L’ORGANISME DU Gecko. — A 
’autopsie des animaux infectés, on ne trouve aucune lésion 
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macroscopique. L’examen microscopique des différents organes 
nous a permis de constater ta presence de formes de multipli- 
cation au niveau de l’intestin, du foie et du poumon. 

1° Intestin. — L’intestin gréle ouvert longitudinalement et 
lavé & l'eau a, en certains points de son trajet, une paroi assez 
mince pour qu'il soit possible de l’examiner entre lame et 
lamelle. Dans l’épaisseur de cette paroi intestinale, on peut 
voir des formations ovalaires pouvant atteindre 24 » X 17 » sur 
coupes d’organe et renfermant 1, 2, 3, jusqu’a 5 ou 6 hémo- 
grégarines. 

Il s’agit la d’un processus de schizogonie. 

Des coupes (1) permettent de situer ces corps au niveau de 
la sous-muqueuse intestinale (fig. I a). 

A Pétat frais, on observe encore dans les capillaires sanguins 
de petits parasites légerement arqués, en croissant, dont le 
noyau est difficilement visible a ] état frais et qui présentent a 
chacune de leurs extrémilés 2, 3 ou 4 petites granulalions trés 
réfringentes. Ces jeunes formes sont trés rarement vues en 
dehors des capillaires sanguins. Elles représentent peut-élre 
des schizozoites. Les élalements de méseutére entre lame et 
lamelle a l’état frais ne montrent que de jeunes parasites 
ayant le méme aspect morphologique que ci-dessus dans les 
petits vaisseaux sanguins. 

2° Poumon. — Les formations précédentes se retrouvent au 
niveau du poumon dans les cellules alvéolaires, en dehors des 
vaisseaux sanguins, en bien plus grand nombre qu’au niveau 
de Vintestin. De plus, comme chez les Saurophidiens, les pou- 
mons sont de grands sacs & parois trés minces, pourvues de 
faibles replis qui délimitent des alvéoles, on peut plus 
facilement que dans lintestin observer ces formations a l’état 
frais. : 

Or, on trouve successivement des loges occupées par un seul 
parasite replié en arc, immobile et pourvu d’un seul noyau, 
d’autres loges occupées par un seul ou deux parasites pourvus 
chacun de deux noyaux, d’autres enfin ot le protoplasme 

(1) Toutes les inclusions et les coupes colorées qu’ont nécessité ce travail 
ontété trés aimablement effectuées par notre excellent confreére le D' Dodero, 


chef du laboratoire d’anatomie pathologique a l'Institut Pasteur de Hanoi. 


Nous lui exprimons ici nos plus vifs remerciements’ pour son extréme obli- 
geance. 
5 
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semble se diviser et s individualiser aulour de chacun des nou- 
veaux noyaux. 
On peut voir: 1° des schizozoites 4 un seul noyau; 2° des 


Fic. 1. — Schizogonie de H. mesnit: chez Gecko verticillalus. 


a, Intestin, début de schizogonie crossissement : 300. b. Foie, début de 
schizogonie; grossissement ; 300. ¢, d, e, f, Poumon, différents stades de 


la schizogonie; grossissewenl . 600. 
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schizozoites & deux noyaux ; 3° 2 schizozoites mononucléés dis- 
posés parallélement; 4° 2 schjzozoites binucléés; 5° 4 ou 6 schi- 
zozoites mononucléés. La division est donc une palintomie. 

Les mémes figures se retrouvent sur des coupes dorganes. Il 
est exceptionnel de trouver des figures de schizogonie a plus de 
6 schizozoites. Toutes ces formes de schizogonie peuvent étre 
trouvées dans les cellules qui forment la paroi des alvéoles 
pulmonaires. Les plus grandes formations observées attei- 
gnaient 28 ». & 17». sur coupes (fig. 1 ¢, d, e, /). 

3° Foie. — Nous avons pu retrouver dans le foie des forma- 
tions analogues a celles observées au niveau du poumon et de 
Vintestin, a l'état frais par apposition d’une tranche d’organe 
sur une lame et sur des coupes colorées. 

La schizogonie parait se passer le plus habituellement au 
niveau des cellules hépatiques (fig. 1 4). 

Les dimensions maxima observées sont de 25 u & 174. 

4° Autres organes. — Nous n’avons trouvé de formes de 
multiplication ni dans la rate, ni dans la moelle, ni dans le 
cerveau. 


Il. — Evoxrurton DANS L’ORGANISME DES HOTES INVERTEBRES. 


Les HOTES INVERTEBRES. — L’évolution de lHepatozoon étudié 
dans l’organisme de Gecko vertici/latus nous a permis de cons- 
tater que le parasite n’était pas naturellement éliminé dans le 
milieu extérieur. En particulier, aucune forme n’a pu étre vue 
dans les feces. 

Le passage du parasite d’un Saurien infecté & un Siurien 
sain nécessite donc l’intervention d’un animal transmetteur. I 
sagissait trés probablement d’un animal se nourrissant du 
sang de Gecko, insecte hématophage selon toute vraisemblance. 

L’observation des meeurs naturelles du Gecko nous a incilé 
& envisager cette hypothése. Pendant la journée, en effet, le 
Gecko se repose dans des endroits relativement obscurs, troncs 
d’arbres creux, charpente des toitures de maisons, etc., dans 
des lieux ot, en somme, Jes moustiques trouvent un abri contre 
la lumiére du jour. Ces endioits sont aussi recherchés par de 
petits oiseaux pour construire leur nid. On pouvait done penser 
que peut-étre certains ectoparasites de ces oiseaux pouvaient 
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Fic. 2. — Sporogonie de H. mesnili chez Culex fatigans. 


a, Zygote traversant la paroi stomacale; grossissement 1.300. 6, Sporonte ; 
grossissement : 6:0. ©, Stades d’évolution du sporonte ; grossisse- 
ment: 300. d, Formation des sporoblastes; erossissement : 600. e, Passage 
au stade sporocysle; grossissement : 600. f, Stades d’évolution dans la 


téte de C. fuligans; grossissement : 450. 
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piquer les Geckos. Comme il est plus facile de se procurer et 
d’élever des moustiques quedes ectoparasites d’oiseaux, nous 
avons étudié tout d’abord le rdle joué par les premiers. 

Dés que la nuit est venue, le Gecko sort de sa retraite et 
recherche les lieux vivement éclairés 4 la lumiére artificielle 
qui constituent un foyer d’attraction pour les insectes ailés. Il 
happe au passage des coléoptéres, des Iépidoptéres, des 
diptéres, elc., en général tous les insecles qui passent @ sa 
porlée et en particulier des moustiques dont il se montre par- 
ticuliérement friand. 

Nous basant sur la constatation de tous ces fails, il élait aisé 
de supposer que la transmission de l’hémogrégarine pouvait se 
faire par l’intermédiaire du moustique qui s‘infecterait en 
piquant un lézard parasité et qui serait ensuite mangé par un 
lézard sain contaminant ainsi ce dernier. 

La remarquable élude de Miller [7] sur Hepatozoon muris 
montrant la contamination des animaux sains par absorption 
de Loelaps echidninus infectés ne nous autorisait-elle pas a 
envisager une telle hypothése ? 

Nos expériences, dont nous ne relaterons pas le détail, con- 
firmérent le fait que les moustiques piquent le Gecko pendant 
la journée au niveau des paupiéres et des espaces interdigitaux 
el quils sont & leur tour mangés par le lézard en telle abon- 
dance que, pour obtenir des moustiques gorgés de sang, nous 
avons été obligés de construire des cages spéciales, laissant au 
moustique la possibilité de se mettre hors de l'atleinte des 
Geckos apres avoir pris le repas infectant. 

Dés que les moustiques étaient gorgés de sang, ils élaient 
isolés dans des globes de verre ot on les nourrissait avec une 
solution glucosée a 10 p. 100 jusqu’au moment de la dissection. 

Les deux espéces étudives ont élé Culex fatigans et Stego- 
myta albopictu (1). 

Une série de dissections a permis d’étudier l’évolution du 
parasite chez ces deux moustiques, jour par jour, depuis la 
trente-sixiéme heure aprés le repas infectant jusqu’au septiéme 
jour, puis de deux jours en deux jours du huititme au quin- 


(1) Déterminations faites aimablement par M. Toumanoff que nous remer- 
cions ici de son obligeance. 
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ziéme jour, enfin d’une facon irréguliére du quinziéme au cent- 
dix-huitiéme jour. 


Evotution cuez Culex fatigans. — Des que le moustique a 
digéré en majeure partie le sang ingéré (trente-six, querante- 
huit heures), on isole l’estomac par dissection et on le dilacére 
dans une goutte i’eau physiologique, additionnée d'une pelile 
goutte de bleu de toluidine phéniqué. Sur les seuls exemplaires 
trés fortement infectés, il est parfois possible de voir, entre des 
amus de /sang & moilié digérés, des gamétocytes accolés par 
paires, dans le sens de la longueur du corps et orientés tous 
les deux dans le méme sens, c'est-d-dire extrémilés de méme 
nom en regard. 

It résulte de cetle disposition que la forme générale du 
couple formé est vaguement en poire. Il n’y a & ce momenta 
aucune fusion entre les deux gamétocytes, mais simplement 
accolement. Les deux éléments ont respectivement conservé 
leurs dimensions normales (fig. 4 ¢). 

A cété de ces formes, on trouve d’autres figures ot le noyau 
de l'un des gamétocytes (male) est entré en division, donnant 
naissance 4 des noyaux dont nous n’avons pu uéterminer le 
nombre. L’un d’eux pénétrera dans le gamétocyte femelle dont 
le noyau n’a subi aucune modification apparente. En méme 
temps, les dimensions des deux parasites se modifient ; il y a 
diminution de longueur ei de largeur, la premiére étant beau- 
coup plus prononcée que la seconde, de sorte que l'ensemble 
des deux parasites devient de plus en plus piriforme. Le gamé- 
tocyte male se fusionne par la suite avec |’élément femelle 
{écondé. 

D’autres figures montrent un stade plus avaneé du_ pro- 
cessus. On trouve un corps piriforme contenant un gros noyau. 
La partie eflilée du corps se prolonge souvent par une for- 
mation qui, & premiére vue, rappelle un flagelle. I] ne s’agit 
la que des restes de la partie antérieure des gamétocytes, main- 
tenant fusionnés apres rétraclion du protoplasme. 

Finalement, on observe un zygote piriforme, ayant en 
moyenne 10 » sur 6, pourvu d’un seul noyau et d'un proto- 
plasme uniforme finement granuleux (fig. 4 d). 

Ces mémes figures se relrouvent dans les dissections faites 
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la quarante-huitiéme heure, le troisieéme jour, mais plus on 
s’éloigne du repas infeclanty plus augmente la proportion de 
zygotes piriformes. Nous n’avons pu observer cette partie de 
Pévolution qu’a l'état frais. 

Des que le zygote est complétement formé, il gagne proba- 
blement la surface interne de la paroi stomacale. Il traverse 
cette paroi en cheminant entre les cellules stomacales (fig. 2 @) 
et pénétre dans la cavité générale de Vinsecte ot il grossit 
rapidement tout en prenant dans la plupart des cas une forme 
ovalaire ou arrondie : sporonte (fig. 2 0). 

Dés qwil atteint 70 », ce sporonte présente l’aspect suivant : 
masse protoplasmique amorphe pourvue d'un trés gros noyau, 
ovalaire ou arrondi, entouré d’une large auréole claire (arte- 
fact?). Cette formation est entourée d'une mince paroi kys- 
tique. 

Cet aspect se conserve jusqu’aux environs du cinquiéme 
jour, le sporonte augmen!ant progressivement de volume. 

Les dimensions respeclives des éléments constituants du 
sporonte sont les suivantes, & différents ages : 


SPOLONCCSis \-5 .)e areeee ee 78 uw 10 X 64 vu 130 vp 
INOVaUPs rte acy an eee 15 w AT 20 vu 


Tous les intermédiaires évidemment peuvent s’observer 
suivant le degré d’évolution du parasite. 

On retrouve ces formes dans tout le corps du Culex ot on 
peul les voir au contact des divers organes : ovaire, muscles 
thoraciques, glandes salivaires, téte, etc., sans qu'il y ait 
fixation véritable du sporonte aux organes, mais adhésion 
simple. 

Des le cinquidme jour, la masse protoplasmique amorphe 
du sporonte émet a sa surface une série de bourgeons, émission 
qui est précédée d’une division répétée du noyau, chacun des 
nouveaux noyaux formés se disposant a la périphérie du spo- 
ronte (fig. 2 c, d). Les bourgeons protoplasmiques s’indivi- 
dualisent au cours des sixiéme, sepliéme jours autour de ces 
noyaux et donnent naissance & autant de sporoblastes qui 
deviennent peu. peu indépendants les uns des autres, mais 
sont toujours a l'intérieur du kyste (fig., 4 2). 

Ces sporoblasies, de forme ovalaire, augmentent peu a peu 
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de volume au cours des septidme, huiti¢me et neuvidme jours, 
leur noyau entre en division et donne en général 12 416 noyaux 
fils qui se disposent en deux doubles rangées, perpendiculaires 
au grand axe du sporoblaste qui a atteint A ce moment une 
taille de 16 » sur 31 » (fig. 2, e). Le sporoblaste devient ainsi 
progressivement un sporocyste. Le protoplasme s'individualise 
autour des 12 416 nouveaux noyaux formés en donnant des 
corps en forme de croissant, mobiles (quand le kyste est mar) : 
sporozoites. Le sporocyste mir a 33 pv sur 184.5 (fig. 3, /). 


Fic. 3. — Quelques stades d’évolution de Hepatozoon Mesnili (schémaltique). 


a, Forme libre dans le sang: 3 ». 5X 30 wu. — 6, Gamétocyte falciforme dans 
une hématie moyenne : 5 wu xX 15 py. — ec, Gamétocyte ovalaire dans une 
hématie moyenne : 5 wu X15 uw. —d, Sporoblaste: 15 u X 27 u. — e, Sporo- 
cystes en évolution : 15 vu X 30 wu. — f, Sporocyste mur: 18 p 5 K 33 bp. — 
g, Petit oocyste : 130 p. 


La durée de l’évolution sporogonique entre le repas infec- 
tant et la formation des sporozoites mobiles a été au minimum 
de dix jours. Ces oocystes sont presque toujours sphéri jues. 
Ils renferment un nombre trés variable de sporocystes, nombre 
en relation avec la taille du sporonte. La taille de ces oocystes 
varie de 170 4 450 » d’aprés nos observations, la moyenne élant 
de 250 a 300 p.. 

La membrane qui entoure l’oocyste mur laisse trés diffici- 
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lement passer les colorants, de méme celle du sporocyste. 
Néanmoins, ces membranes sont fragiles et se rompent trés 
facilement dés que l’on appuie légérement sur les kystes mirs. 
Il est méme assez difficile d’obtenir des oocystes murs intacts 
lors de la dissection des mousliques. 

Il ne faudrait pas croire que l’évolution du parasite & l’inté- 
rieur du Culex se fasse toujours aussi rapidement. 

Dans toutes les dissections de moustiques que nous avons 
faites, on observe presque toujours des parasites a différents 
stades de leur évolution. A cdété d’oocystes murs, on en ren- 
contre d’autres en cours d’évolution et méme de jeunes spo- 
rontes. En moyenne, chez les 40 Culex fatigans disséqués, 
l’évolution compléte du parasite nous a paru demander environ 
trois semaines. Elle peut étre plus courte (dix jours) ou plus 
longue (vingt-sept jours). Je considére que |’évolution est com- 
plete quand on trouve des oocystes contenant des sporocystes 
a Vintérieur desquels les sporozoites sont mobiles. 

L’oocyste mir peut rester dans le corps du Culex pendant 
fort longtemps sans présenter de modifications apparentes. 
Nous avons pu trouver, cent dix-huit jours aprés le repas 
infectant, des oocystes parfaitement bien conservés. Cepen- 
dant, chez la plupart d’entre eux, les sporocystes s’étaient 
rompus et l’on pouvait voir les sporozoiles « grouiller » a 
Vintérieur de l’oocyste. 

Lors de nos expériences, la proportion de Culex fatigans 
infectés expérimentalement sur des Geckos parasilés élevés en 
captivité, a été voisine de 90 p. 100 (40 Culex disséqués). Dans 
7 cas, il s’agissait d’infections peu intenses oui la dissection a 
révélé uniquement des sporocystes libres (oocystes probable- 
ment rompus lors de la dissection). Dans 7 autres cas, l’infec- 
tion était intense. 

Les 22 Culex restants montraient & la dissection la présence 
d’oocystes intacts et d’oocystes mirs rompus ayant déversé 
leurs sporocystes dans la cavité générale de l'insecle. 


Evo.vtion cuez Stegomyia albopicta. — Ce moustique semble 
étre un transmetteur bien moins actif que Culex fatigans. 
Ii est capable néanmoins de jouer un role dans |’évolution de 
hémogrégarine de Gecko verticillatus. 
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Sur 46 Stegomyia albopicta, mis en expérience et disséqués, 
11 présentaient une infection. Mais, dans !’ensemble, cette 
infection était peu marquée. De plus, dans 2 cas seulement, 
nous avons noté l’existence d’oocystes. Enfin, l’évolution du 
parasite dans l’organisme de ce moustique est plus lente que 
celle observée chez Culex fatigans. Nous n’avons pas observé 
d’évolution compléte (oocyste ou sporocyste mir) avant le 
trenliéme jour qui suivait le repas infectant. Dans 2 cas, nous 
avons méme pu voir qu’au quarante-neuvieme et au cinquante- 
deuxiéme jour, les oocystes n’étaient pas parvenus 4 maturité 
complete. 

Les oocystes miirs peuvent se conserver vivants pendant une 
longue période de temps. Quatre-vingt-dix jours aprés le repas 
infectant, Stegomyia albopicta peut encore infecter le Gecko. 


II{. — La transmission. 


Nous aurions voulu infecter de jeunes Geckos élevés & partir 
de lceuf pour faire la preuve de la transmission. 

Mais, en Cochinchine, le Gecko est considéré comme un 
animal sacré par une population trés superstitieuse. Il est 
déja trés difficile de se procurer des adultes, mais il est presque 
impossible de faire ramasser des ceufs qu'on ne peut obtenir 
avec des animaux en captivilé. 

Force nous a été d’expérimenter sur de jeunes Geckos 
reconnus non infectés, élevés en cage grillagée (9 mailles au 
centimétre) pendant un an et demi. Le sang de ces animaux 
a été examiné réguligrement une fois tous les quinze jours 
pendant tout ce laps de temps et jamais aucune hémogrégarine 
n’a pu étre décelée dans leurs hématies. Leur nourriture a été 
exclusivement composée de mouches et de sauterelles pendant 
toute la période d’observation et pendant la durée de l’expé- 
rience. 

Nous avons divisé ces animaux en deux lols : 5 Geckos 
constituant le lot soumis a l’expérience de transmission, 
4 Geckos constituant le lot témoin. 

Toutes les conditions étant égales d'ailleurs, nous avons fait 
ingérer a3 des Geckos huit a dix Culex fatigans infectés et a 
deux autres sujels quinze a vingt Stegomyta albopicta infectés. 
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Les 4 témoins n’ont pas absorbé de moustiques. Les Culex 
ingérés avaient pris leur repas infectant vingt-cing jours au 
moins avant l’expérience; les Stegomyia étaient infectés depuis 
un mois et demi. Chacun des Geckos soumis 4 cette expérience 
était isolé dans une cage grillagée pour le mettre & l’abri des 
moustiques. Tous recevaient la méme nourriture. 

Le sang de tous ces animaux a été examiné tous les deux 
jours. Jusqu’au vingtiéme jour, les examens ont été négatifs. 
Le vingt-deuxiéme jour aprés le repas infectant, les cing 
Geckos d’expérience ont tous montré des Hepatozoon dans 
leurs hématies, alors que les témoins restaient négatifs. Nous 
avons observé ces animaux pendant deux mois encore sans 
noter aucune modification dans les résultats précédents, les 
conditions d’expérience restant toujours exactement les mémes. 
Le nombre des gamétocytes visibles dans le sang circulant 
varie cependant suivant les jours, sams que nous ayons pu 
mettre en évidence la cause réelle de ces variations. 

Gecko verticillatus peut donc s’infecter en mangeant des 
Culex ou des Stégomyies infectés. 

Mais la voie digestive est-elle la seule porte d’entrée de 
de l’hémogrégarine pour infecter le Gecko? 

Ne pouvait-on pas penser & l’existence de plusieurs modes 
de pénétration du parasite, la voie cutanée par exemple, les 
paupitres et les espaces interdigitaux de lhéte vertébré étant 
dépourvus d’écailles et ne s’opposant pas a priori au passage 
du parasite? 

Nous avons appliqué sur les paupiéres et les conjonctives de 
2 Geckos, ayant servi comme témoins dans l’expérience pré- 
cédente, le produit de dissection de 2 Culex infectés. Tous les 
examens de sang se sont montrés négatifs par la suite pendant 
plus de trois mois. Les lézards ont ensuite 4té sacrifiés et nous 
n’avons trouvé aucune hémogrégarine dans leur organisme. 
Les sporozoiles ne traversent donc ni la peau ni la muqueuse 
oculaire. 

D’autre part, nous avons cherché a voir si l’infection par 
piqtre était possible, mode d’infection d’ailleurs trés peu vrai- 
semblable, étant donné que les glandes salivaires des mous- 
tiques infectés ne renferment jamais de sporozoites. 

Les 2 Geckos témoins, restant de l’expérience de transmis- 
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sion par la voie digestive, ont été soumis aux piqires répétées 
de Culex et Stégomya, infectés un mois avant environ sur des 
Geckos parasités. Le sang de ces deux lézards examinés tous 
les quatre jours pendant deux mois, puis une fois par mois 


Fic. 4. — Schéma du cycle évolutif de Hepatozoon Mesnili. 


a, Hepatozoon forme libre dans le sang chez Gecko verticillatus. b, Gaméto- 
cyle intraglobulaire (hématies) chez Gecko verticillatus. c et d, Fécondation 
des gamétocytes dans l’estomac de Culex fatigans. e, Le zygote franchit 
la paroi stomacale du moustique. f, Sporonte. g, Division nucléaire du 
sporonte a l’intérieur de Yookyste. h et i, Formation des sporoblastes. 
j) Division nucléaire au sein du sporoblaste et passage au stade sporo- 
cyste. k, Sporocystes murs a lintérieur de l’oocyste. J, Sporozoite traver- 
sant la paroi digestive de Gecko verticillatus. m, Schizogonie dans intestin, 
foie, poumon de Gecko verticillalus. 
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pendant trois autres mois, n’a montré aucun parasite. De 
méme l’autopsie de ces 2 animaux n’a révélé l'existence 
d’aucune hémogrégarine dans les différents organes. 

Ces derniéres expériences prouvent donc quel hémogrégarine 
ne peut infecter le Gecko qu’en pénétrant par Ja voie digestive. 
Le parasite étudié rentre donc dans la troisiéme catégorie de 
faits envisagés par F. Mesnil [14] dans son étude sur les 
« Variétés des voies d’accés des parasites sanguicoles 4 leurs 
hotes ». 

Nous ne pouvons pas spécifier & quel niveau du tractus 
digestif se fait la pénétration du parasite, les coupes d’intestin 
que nous avons faites ne nous ayant pas renseigné sur ce sujet. 

Il est probable que lhémogrégarine traverse la paroi stoma- 
cale ou cesophagienne, mais ce point particulier exige des 
investigations ultérieures. 


CONCLUSIONS. 


1° Gecko verticillatus (Laurenti) de Cochinchine est l‘héte 
d’un Hepatozoon (H. mesnili Robin). La schizogonie a lieu 
dans les organes : poumons, foie, intestin; elle aboutit a la 
formation de 2 a 6 schizozoites. Les gamétocytes sont parasites 
des hématies. 

2° Le cycle sporogonique s’effectue chez des Diptéres Néma- 
tocéres (Culex et Stegomyia) quis infectent en piquant le Gecko 
au niveau des paupiéres et des membranes inter-digitales. 

3° Les gamétocytes s’accouplent dans l’estomac du mous- 
tique (fusion complete). Aprés fécondation, le zygote traverse la 
paroi stomacale et pénétre dans la cavité générale. 

4° Pendant une premiére période (cing jours au minimum 
aprés le repas infectant), il y a croissance simultanée du proto- 
plasma et du noyau. La taille de ce sporonte varie de 70 a 
100 ». A partir de ce moment, la croissance cytoplasmique 
continuant, le noyau se divise, les noyaux fils émigrant a la 
périphérie du sporonte dans des bourgeons cyloplasmiques. II 
se forme ainsi des sporoblastes dont le nombre varie suivant la 
taille de l’oocyste (170 & 400 p). 

5° Dans chaque sporoblaste se différencieront 12 & 16 sporo- 
zoites, mobiles, qui peuvent sortir du sporocyste, mais qui 
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restent toujours, chez linsecte, inclus dans l'oocyste. La durée 
totale de l’évolution sporogonique, & 28° environ, est de trois 
semaines en moyenne (minimum quinze jours, maximum 
vingt-sept). 

6° Culex fatigans s’infecte expérimentalement dans la pro- 
portion de 90 p. 100. Pour Stegomyza albopicta, ce pourcentage 
tombe & 25 p. 100. 

7° La piqtre des moustiques infectés, dont les glandes sali- 
vaires sont toujours indemnes de sporozoites, n’entraine pas 
d’infection. 

8° L’ingestion de moustiques infectés expérimentalement 
(depuis quinze a cent dix-buit jours) par des Geckos indemnes 
est suivie, aprés un délai de trois semaines, de ]’apparition de 
gamétocyles dans le sang circulant. 

9° Ce mode d’infection expérimentale reproduit les condi- 
tions naturelles de l’infection du Gecko qui se nourrit princi- 
palement dinsectes et en particulier de moustiques. 
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NOTE SUR DEUX CAS DE MALADIE D’AUJESZKY 
OBSERVES EN FRANCE 


par L. CRUVEILHIER, C. TRUCHE et CG. VIALA 


MM. P. Remlinger, P. Rossi et Jean Bailly (1) ont signalé 
Yexistence en France de la maladie d’Aujeszky qu’on avait 
observée déja dans les Etats danubiens, en Amérique du Sud, 
aux Ktats-Unis, en Hollande, au Danemark, ete. 

Nous venons, & notre tour, attirer attention sur deux cas 
de maladie d’Aujeszky que nous avons eu l'occasion de dépister 
a la consultation antirabique de l'Institut Pasteur. 


Nous avons été mis sur la voie du premier de ces cas, qui 
appartient a |’Ille-et-Vilaine, de la facon suivante : 


Le 18 février de l'année 1935 se présentait a la consultation du service des 
vaccinations antirabiques, M. C..., trente-trois ans, vétérinaire dans le Maine- 
et-Loire; il nous rapporte avoir eu les mains souillées par la bave d’une 
vache, 4gée de quinze mois environ, appartenant 4 un cultivateur d'une 
petite commune de I'Ille-et-Vilaine, alors qu’a la priére de ce dernier, il 
examinait ladite vache. : 

A la premiére visite, soit le 16 février, celle-ci présentait de la parésie 
nette des membres postérieurs. 

A la seconde visite, le lendemain 17 février, M. C... constatait que la vache 
dont il s’agit était couchée et se trouvait dans l’impossibilité absolue de se 
relever; elle refusait toute nourriture. 

Devant ces constatations, M. C..., concluait « & une forte suspicion de 
rage ». 

Comme il présentait aux mains des écorchures récentes qu’il considérait 
avoir pu servir de portes d’entrée au virus rabique, il a pensé qu'il était 
prudent de subir personnellement le traitement antirabique qu'il s’est fait 
un devoir de conseiller aux propriéltaires de la vache en question, M. et 
Me G..., ainsi qu’ M. Raymond C..., qui présentaient aux mains des plaies 


(1) P. Remuiecer, P. Rossi et J. Barty, La maladie d’Aujeszky existe-t-elle 
en France? Bull. Acad. Vét. de France, séance du 6 juillet 1933. Rossi et Cotin, 
La maladie d’Aujeszky existe réellement en France. Bull. Acad. Vét. de France, 
séance du 25 janvier 1935. Remiincer et Batty, La souche frangaise du virus 
de la maladie d’Aujeszky. Bull. Acad. Vét. de France, séance du 7 mars. 1935. 
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non complétement cicatrisées ayant pu ¢tre souillées par la bave de la vache 
4 laquelle ils avaient donné des sgins, particulierement en essayant de lui 
faire absorber certains médicaments par la bouche. Ceux-ci acquiescérent 
d’autant plus facilement aux conseils de M. C..., que la vache succombait 
lexto: 

Alors que le traitement antirabique chez M. le Vétérinaire C... débutait le 
18 février, celui des époux G... commengait le 19 et celui de M. Raymond 
Can, fe 22: . 

Les uns comme les autres, n’ont présenté au niveau de leurs plaies ou 
écorchures aucune de ces manifestations locales prurigineuses ou non, 
signalées par Von Ratz (1). Chez tous, les plaies se sont cicatrisées norma- 
lement. 

Impressionnés fortement par les symptOmes que, dans son certifical, 
M. C... avait signalé avoir observé dés sa premiére visite et surtout par le 
violent prurit de tout larriére-train accusé par l’animal qui « ne cessait de 
se lécher et de se mordre, particulitrement au niveau de la queue et des 
extrémités des membres postérieurs », nous avons prié M. C... de prendre 
des mesures pour que l’autopsie soit pratiquée et qu’on nous adresse le 
bulbe. 

Nous avons demandé en outre, qu’on nous fournisse des renseignements 
complémentaires sur les circonstances de la mort de la vache ainsi que sur 
les divers symptomes observés durant sa maladie. 

A notre demande, et grace 4 l'aimable intervention de M. C..., M. le Directeur 
régional des Services vétérinaires de Rennes, a bien voulu, en méme temps 
qu'il nous adressait le bulbe de l’animal dont il s’agit, nous faire part des 
résultats de son enquéte sur l’allure clinique de l’affection 4 laquelle la vache 
avait succombé. 

ll résulte de cette enquéte qu’en dehors dune hyperexcitabilité excessive 
et dune grande agitation des membres, on avait observé que dans les jours 
qui ont précédé sa mort, la vache « se léchait constamment la mamelle, la 
vulve et le train de derriére ». Une plaie avait été constatée en outre a l’extré- 
mité de la queue; la température le 16 février au soir était de 41°. 

A Vautopsie pratiquée par les soins de M. le Vétérinaire sanitaire, on avait 
relevé seulement « une légére congestion de lintestin gréle, de la congestion 
du poumon et une inflammation assez violente de la muqueuse pharyngienne ». 

En partant du bulbe et dés sa réception, soit donc l’aprés-midi du 22 février, 
vers seize heures, nous inoculons deux cobayes par voie intracérébrale et 
trois autres cobayes dans les muscles du cou. 

Les premiers succombent, l'un vingt-six heures et l'autre vingt-huit heures 
apres linoculation, soit le lendemain aA 18 et 20 heures. 

Parmi les cobayes inoculés dans les muscles du cou, deux meurent en 
moins de quarante heures aprés l’intervention, soit dans la nuit. Quant au 
troisiéme cobaye, il survit et pendant plus d'un mois, temps pendant lequel 
il est observé, il ne présente aucun des symptomes habituels a la rage des 
animaux de laboratoire. 

Nous pratiquons des ensemencements sur divers milieux aérobies et anaé- 
robies en partant du cerveau de nos cobayes. Les ensemencements effectués 
restent stériles et ainsi nous sommes en droit d’écarter la possibilité d'une 
méningite septique comme cause de Ja mort de nos animaux. 

Les cerveaux des deux cobayes ayant succombé & la suite de l’intervention 


(1) Von Rarz. Zeils. f. Infekt. der Haust., 1913, 43 et 1914, 45. 
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intracérébrale, sont broyés avec grand soin. Le broyage obtenu, repris par 
de l’eau distillée stérile, est injecté, par voie intracérébrale 4 deux lapins le 
25 février 4 16 heures. Le lendemain, soit le 26 février, A 18 heures, c’est-a-dire 
vingt-six heures aprés qu’ils ont été inoculés, les lapins accusent une 
inquiétude et une agitation qui vont rapidement en augmentant; ils tournent 
dans leur cage en tous sens et sans arrét, le regard allumé, les oreilles 
pointées. IJs salivent abondamment et grincent des dents. I.e 27 au matin, 
ils sont trouvés morts de sorte quils ont certainement succombé durant la 
nuit et moins de quarante heures aprés l’inoculation. 

En partant du cerveau de ces animaux, un nouveau lapin est inoculé par 
voie intracérébrale le 27 février. On effectue en oulre des ensemencements 
dans divers milieux de culture. 

Le lapin inoculé ce jour est trouvé mort le ie" mars au matin. Il a donc 
succombé, comme les précédents, durant la nuit et moins de quarante heures 
apres l'inoculation. 

Le 12 mars, en partant du bulbe du lapin inoculé le 27 février et qui avait 
été conservé dans la glycérine a la glaciére, nous effectuons un passage par 
voie intracérébrale. Le lapin ainsi inoculé présente vingt-deux heures aprés 
notre intervention une agitation extréme, puis il succombe dans la nuit du 
43 au 14 mars, approximativement dans le méme laps de temps que les autres 
animaux, soit aprés trente-six heures. Il est 4 noter et, nous insistons sur ce 
fait, que dans les heures qui ont précédé la mort, cet animal n’était pas 
paralysé. 

Le 17 avril, le cerveau de ce dernier lapin, conservé dans la glycérine a la 
glaciére, est broyé, repris dans de l’eau distillée stérile puis inoculé 4 un 
autre lapin. 

Celui-ci ne meurt pas comme du reste d'autres cobayes et lapins inoculés 
de la méme facon par la suite, en partant du méme cerveau. 


Le second cas que nous avons observé a trait au département de la 
Haute-Vienne. Nous l’avons dépisté, comme le premier, a la consultation 
du Service des Vaccinations antirabiques et cela dans les circonstances qui 
suivent : 

Le 27 février 1935, se présentent M. B..., cinquante-trois ans et son gendre 
M. G..., trente-trois ans, tous deux métayers dans une commune de la Haute- 
Vienne. Ils nous sont adressés par notre collégue, M. F..., en accord avec 
le docteur vétérinaire V..., comme aussi avec M. le Vétérinaire départemental 
et en conformité avec |’avis émis par le Laboratoire national de recherches 
d’Alfort. 

MM. B... et G... avaient donné en effet des soins huit jours avant de se 
présenter A la consultation, a trois jeunes vaches qui avaient succombé 
toutes trois A peu prés en méme temps, de trente-six a quarante-huit heures 
apres le début de l'affection qui les a emportées. MM B.. et G... présentaient 
aux mains des plaies récentes et non cicatrisées dont ils portaient encore 
des traces a4 leur arrivée. 

Des renseignements qu'il nous est possible d’obtenir il ressort que les 
trois bétes dout il s’agit n’étaient pas aggressives durant leur maladie mais 
souffraient d'un prurit si intense qu'il avait altiré l’attention de tous ceux 
qui les approchaient; les pauvres bétes ne_cessaient de porter leurs dents a 
leurs flanes et jusqu’a la naissance de la queue, se léchant et se mordant 
tour a tour ou encore se frotlant contre le sol et les parois de l’étable. De 
plus, une des génisses aurait été trouvée morte le matin, dans « une posi- 
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tion figée appelant la comparaison avec celle d’un animal empaillé ». 

Nous n’avons malheureusement pas eu 4 notre disposition le bulbe ou toute 
autre partie de l’encéphale des antmaux dont il s’agit. 

Le Laboratoire des recherches d’Alfort auquel ces piéces avaient été 
adressées, non suffisamment prévenu de l’allure clinique de laffection a 
laquelle avaient succombé les trois génisses, n’avait pas été dans la possi- 
bilité de conclure d’une fagon positive. ll avait pu seulement affirmer que le 
charbon bactérien n’était pas en cause, la réaction d’Ascoli étant négative, et 
émis l'hypothése dune intoxication sans pouvoir en préciser la cause. Il 
avait finalement conclu a la possibilité de la rage. Le traitement antirabique 
était done indiqué pour les personnes ayant pu étre mordues ou ayant pré- 
senté, comme MM. B... et G... des plaies susceptibles d’avoir été souillées 
par la bave des trois bétes. 

Deux cobayes furent toutefois inoculés sous la peau, en partant des 
cerveaux des trois génisses, broyés et repris dans de l’eau distillée stérile. 

Or, durant les trois mois pendant lesquels ces cobayes ont été observés 
ils n’ont présenté aucun symptoéme susceptible d’étre attribué a la rage. 


Dans le cas de I’Ille-et-Vilaine comme dans celui de la Haute- 
Vienne, la maladie d’Aujeszky ne nous parait pas douteuse. 

Nous basons notre opinion sur : 

1° Le début brusque et Vévolution particuliéerement rapide de 
la maladie (1). — La vache de Ille-et-Vilaine a succombé en 
effet moins de trois jours aprés l’apparition des premiers symp- 
tomes tandis que les génisses de la Haute-Vienne n'ont été 
malades que deux jours 4 peine. 

Quant aux divers lapins et cobayes, inoculés en partant de 
la substance cérébrale des animaux précités, il ont été emportés 
aprés un ou deux jours seulement de maladie. 

2° Le peu de durée de la paralyste. — Chez les bétes de la 
Haute-Vienne comme chez la vache de I’Ille-et-Vilaine, comme 
aussi chez les lapins et cobayes inoculés, la paralysie a été con- 
statée en effet seulement dans les heures qui ont précédé 
immédiatement la mort. 

3° La violence extréme et la généralisation du prurit. — 
Celui-ci était accusé par tous les animaux, aussi bien par ceux 
de Ja Haute-Vienne que par ceux de |’Ille-et-Vilaine. Les uns 
et les autres, nous le rappellons, présentaient des lésions sem- 
blables a des lésions de grattage, particuliérement au niveau du 
train postérieur. Nous avons remarqué qu’un grand nombre 
des animaux sur lesquels nous avons expérimenté, surtout les 


(1) Remiincer et Batty, Contribution A létude du virus de la maladie 
d’Aujeszky. Ces Annales, 52 et 54. 
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cobayes, se grattaient avec un tel acharnement qu’ils semblaient 
avoir été épilés et cela surtout dans la région ov ils avaient été 
inoculés. 

4° La non-agressivité et Vabsence de tendance & mordre chez 
les uns et les autres des animaux de I’Ille-et-Vilaine et de la 
Haute- Vienne. 

5° La mort durant la nutt de régle qu il s’agisse du cas de la 
Haute-Vienne ou de celui de |’Ille-et-Vilaine, des animaux en 
expérience comme de ceux qui ont servi de point de départ & 
nos observations. 

6° Lattitude des cadavres qui apparatt si semblable a celle 
@animaux vivants quwon a limpression d animaux empaillés (1). 
— On aurait trouvé dans cette attitude une des trois génisses 
de la Haute-Vienne et nous avons constaté personnellement 
que les cadavres de plusieurs des lapins et cobayes sur lesquels 
nous avons expérimenté avaient |’aspect d’animaux empaillés. 

7° La stérilité des cultures aprés les ensemencements de 
la matiére cérébrale aussi bien en milieux aérobies qu’en 
milieux anaérobies. Il nous a été permis ainsi d’éliminer la 
possibilité d'une méningite septique chez les animaux observés 
comme chez ceux sur lesquels nous avons expérimenté. 


Nous ne pensons pas qu'il y ait lieu de nous étonner qu’un 
des cobayes inoculés dans les muscles du cou en partant de la 
substance cérébrale de la béte de I’Ille-et-Vilaine ait survécu, 
car M. Remlinger nous a appris que le cobaye est surtout 
réceptif au virus d’Aujeszky quand celui-ci a quelque peu passé 
par Vorganisme du lapin. 

Nous ne nous étonnons pas que les trois cobayes inoculés 
sous la peau par le laboratoire de recherches d’Alfort avec une 
émulsion cérébrale provenant des trois bétes de la Haute- 
Vienne aient survécu, le cobaye étant trés peu sensible au 
virus d’Aujeszky introduit par la voie sous-cutanée (2). 


(1) Remiincer et Battty, La maladie d’Aujeszky expérimentale du lapin. 
€.R. Soc. de Biol., 29 avril 1933. 

(2) P. Remumcer et J. Bartty, Sur quelques modes dinoculation du virus 
de la maladie d’Aujeszky. C. R. Soc. de Biol., 25 mars 1933. 
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Nous ne sommes pas surpris que, pour ce qui concerne le cas 
de |’Jlle-et-Vilaine, les animaux inoculés en dernier lieu, soit 
le 1°° avril, en partant du cerveau conservé dans la glycérine a 
la glaciére d'un lapin ayant succombé aprés avoir présenté les 
symptomes les plus caractérisliques de Ja maladie d’Aujeszky 
ne soient pas morts. Nous savons en effet que le virus de la 
maladie d’Aujeszky ne chemine pas du point d’inoculation 
vers les centres par Ja voie des nerfs périphériques, comme le 
virus rabique, mais par les vaisseaux sanguins et lymphatiques, 
de sorte qu’il peut se faire que des animaux en expérience suc- 
combent alors que le virus se trouve encore dans le sang et 
n'est pas parvenu aux centres nerveux, la phase sanguine de 
la maladie précédant toujours la phase nerveuse (1). 


Nous croyons faire ceuvre utile en publiant les observations 
de ces deux cas de maladie d’Aujeszky observés en France afin 
dattirer attention sur une affection qui, ainsi que l’a écrit 
M. Remlinger, est probablement « plus méconnue que rare ». 


(1) P. Rememcer et J. Battty, Le sang dans la maladie d’Aujeszky. C. R. 
Soc. de Biol., 27 mai 1933. 


DE L’ISOLEMENT DES ANTICORPS PAR FIXATION 
A UN SYSTEME ADSORBANT-ANTIGENE 
ET DISSOCIATION CONSECUTIVE 


par Kurr MEYER et Anoré PIC. 


(Laboratoire de la fondation franco-américaine, Berck-Plage.) 


Les méthodes d’adsorplion ont rendu de grands services 4 
la sérologie pour la séparation d’anticorps différents contenus 
dans un méme sérum; ces méthodes ne sont pas applicables 
dés qu'il s’agit d’antigénes a l’état pur, se présentant sous forme 
de substances solubles, car celles-ci ne peuvent étre séparées, 
par centrifugation, aprés leur réaclion avec l’anticorps, comme 
c’est le cas pour des antigénes corpusculaires tels que les bac- 
téries ou les hématies. 

Nous avons pensé que cette difficulté pouvait étre sur- 
montée si l'on s’adressait & la méthode publiée derniérement 
par d’Alessandro et Sofia (1). Pour séparer les anticorps tuber- 
culeux et syphilitiques contenus dans le méme sérum, ces 
savants ont fixé sur un adsorbant (kaolin ou charbon animal) 
lantigene tuberculeux ou syphilitique. Ces complexes, adsor- 
bant-antigéne, mis en contact avec le sérum, fixaient seule- 
ment l’anticorps correspondant. 

Nous avons ulilisé cette méthode dans toute une série d’expé- 
riences. Mais, pour avoir les meilleurs résultats, il a fallu 
étudier d’abord la part qui revient a chacun des facteurs mis 
en jeu. Puis, dans le but de donner 4 ce procédé une applica- 
tion plus étendue, nous avons essayé de remettre en liberté 
les anticorps préalablement fixés, les isolant ainsi des autres 
constituants du sérum. 

Les expériences que nous allons exposer ont porté presque 
uniquement sur la réaction entre antigene et anticorps tuber- 


(1) G. d’Atessanpro et F. Sorta. Z. f. Immunitétsf., 84, 1935, p. 245. 
Annales de VInstilut Pasteur, t. 56, n° 4, 1936. 27 
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culeux parce que pour des recherches en cours celte réaction 
nous intéressait particulitrement. L’antigéne utilisé était l’anti- 
gene a l’ceuf de Besredka. Le sérum provenait d’un lapin auquel 
nous avions injecté dans les veines d’abord 1/10 de milligramme 
de bacilles tuberculeux humains, puis, 4 plusieurs reprises, 
au total 5 cent. cubes d’antigéne de Besredka. 

Dans presque toutes nos expériences, nous nous sommes 
servis du kaolin comme adsorbant; nous expliquerons plus 
loin pourquoi le charbon animal a été abandonné. 

Nous allons envisager successivement : 

L’adsorption de l’antigéne au kaolin ; 

L’adsorption non spécifique de l’anticorps au kaolin ; 

La fixation spécifique de l’anticorps par le complexe kaolin- 
antigéne. 


I. ApsorPTION DE L’ANTIGENE AU KAOLIN. — Des quantités 
égales d’antigéne sont soumises 4 l’action de doses différentes 
d’adsorbant. 

Dans une série de tubes & centrifuger sont mélangées des 
quantités croissantes de kaolin (10, 20, 50, 100 milligrammes), 
1 cent. cube d’antigene pur et 1 cent. cube d’eau physiolo- 
gique. Le mélange, fortement agité 4 la main, est placé A la 
glaciére. Aprés quinze minutes, nouvelle agitation, puis nou- 
veau séjour de quinze minutes a la glaciére. Enfin, troisiéme 
agitation et centrifugation. L’antigéne resté dans le liquide est 
titré par la méthode de fixation du complément (1). Les résul- 
tats obtenus sont indiqués dans le tableau I. 

Il ressort de ce tableau que 10 milligrammes de kaolin fixent 
approximativement 80 p. 100 de Vantigéne et que 50 milli- 
grammes assurent une fixation complete. 

Lorsqu’on emploie une quantité fixe de kaolin (50 milli- 
grammes) et des doses croissantes d’antigéne, on constate 


(1) Tous les titrages auxquels nous avons procédé ont été faits dans les 
conditions suivantes : titrage de l’antigene avec 0,10 cent. cube d’antisérum 
tuberculeux au 1/40; titrage des anticorps avec 0,15 cent. cube d’antigéne 
Besredka; 0 c.c. 15 d’alexine au 1/20; séjour d’une heure & l’étuve, addition de 
0,50 cent. cubes de globules de mouton a 3 p. 100 sensibilisés avee une unité 
et demie d’hémolysine. Lecture apres hémolyse des témoins antigéne ou 
sérum. Désignation du degré d’hémolyse : c=hémolyse compléte; pe= 
hémolyse presque compléte; i=hémolyse incomplete; tr= trace d’hémo- 
lyse ; tr? = faible trace @hémolyse ; o = pas d’hémolyse. 
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Tasieau I. 


KAOLIN LIQUIDE DECANTE APRES ADSORPTION 
ANTIGENE en cent. cubes (1) 
en 


; en cent. cubes : 
milligrammes 0,25 | 0,10 | 0,05 | 0,02 


LRN oie ae i pe 
DY eSB Ne eae L ¢ 
50 . x 


MND 


Antigéne avant adsorption. tr pe 


(1) Il faut tenir compte que dans le liquide décanté l'antigéne est dilué dans son 
volume d’eau physiologique. 


que la quantité d’antigéne fixé croit également (Tableau LI). 

Des expériences analogues ont été effectuées a la température 

de 37° et en faisant varier les temps de séjour & l’étuve ou a 

la glaciére. Nous avons constalé que l’adsorption se fait un 

| peu plus rapidement 4 la glaciére et que la plus grande partie 
de l’antigéne est adsorbée lors de la premiére agitation. 


Tasteau II. 


KAOLIN LIQUIDE RDECANTE APRES ADSORPTION 
ANTIGENE en cent. cubes 
en 


en cent. cubes 
milligrammes 3 0,25 


? 


— 


50 
50 
50 
50 
4 50 


II. ApsorptioN DE L’ANTICORPS AU KAOLIN. — Qn sait que les 
adsorbants fixent les anticorps contenus dans un sérum a un 
certain degré. Nous devions donc, pour étudier le pouvoir fixaleur 
spécifique du complexe kaolin-antigéne, déterminer l’impor- 
i tance de l’adsorption non spécifique et essayer de l’éliminer. 
Voici comment nous avons procédé. 
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A des doses croissantes de kaolin, il a été ajouté une quan- 
tité fixe da sérum de lapin (au 1/40) obtenu comme nous 
l’avons indiqué plus haut. Le mélange, placé trente minutes 
a la glaciére et trente minutes a l’étuve, a été tous les quarts 
d’heure légérement agité. (Tableau III.) 


Tasieau III. 


SERUM APRES ADSORPTION 


KAOLIN SERUM 
en cent. cubes 


en au 1/40 


milligrammes en cent. cubes 0,05 


20 
50 
OO ie 
200 


) Sérum avant adsorption . . 


Il résulte de ces expériences que 200 milligrammes de kaolin 
fixent 80 p. 100 des anticorps et que 100 milligrammes en 
fixent 50 p. 100. Avec 50 milligrammes, la fixation est & peine 
appréciable; dans de nombreuses autres expériences, elle a 
méme été nulle. 

Le tableau 1V montre que le degré de l’adsorption dépend 
de la durée de l’agitation : alors qu’aprés une agitation pendant 
quinze secondes, on ne constate qu'une fixation minime, une 
agitation pendant trois minutes améne la disparition d’é peu 
pres 75 p. 100 des anticorps. 


Tasieau LY. 


: ; SERUM APRES ADSORPTION 
DUREE DE L AGITATION en cent. cubes 


en minutes 


Sérum avant adsorption, . 
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III. Fixation pe L’ANTIcORPS PAR LE COMPLEXE KAOLIN-ANTIGENE. 
— Nous allons successivement passer en revue l’influence des 
facteurs suivants : 

a) Quantité de l’adsorbant; 

6) Quantité de lantigéne ; 

c) Quantilé et concentration du sérum ; 

d) Temps de contact du sérum avec le systéme kaolin-anti- 
gene et température & laquelle se fait l’expérience. 

Examinons le réle de chacun de ces facteurs. 

a) Les doses d’antigéne et de sérum étant fixes, nous avons 
d’abord fait varier la quantité de l’adsorbant. 10, 20 et 50 milli- 
grammes de kaolin ont été employés. Au-dessous de 10 milli- 
grammes, la fixation de l’antigéne n’aurait pas été suffisante. 
Au-dessus de 50 milligrammes, on n’aurait pas pu négliger 
Padsorption non spécifique de l’anticorps. 

Le tableau V montre que la quantité de l’anticorps fixé 
croit avec la quantité de kaolin utilisé. 


TABLEAU V. 


KAOLIN ANTIGENE SERUM SERUM APRES ADSORPTION POURCENTAGE 
au 1/40 en cent. cubes 


en en approximatif 
en 


milligrammes | cent. cubes | cent. cubes 0,10 | 0,05 | 0,02 de la fixation 


20 
AV 
75 


Comment expliquer que la fixation, minime avec 10 milli- 
grammes d’adsorbant, alteigne 75 p. 100 avec 50 milligrammes? 
Nous avons vu (tableau I) que 50 milligrammes de kaolin 
fixent 100 p. 100 de l’antigéne et 10 milligrammes seulement 
80 p. 100. Cette différence est toutefois trop faible pour qu'elle 
soit la seule cause du grand écart qui existe dans la fixation 
des anticorps. ll semble done qu’une méme quantité d’antigene 
exerce d’autant mieux son pouvoir fixateur que la quantité 
d’adsorbant et, par conséquent, la surface sur laquelle l’anti- 
géne est réparti, est plus grande. 
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6) Nous expliquerions de la méme maniére les résultats 
portés au tableau VI. La quantité d’anticorps fixé croit avec 
la quantité d’antiggne, mais il n’y a pas proportionnalité 
entre les deux. 

Tasieau VI. 


SERUM APRES ADSORPTION 
en cent. cubes 


en 
milligrammes 


KAOLIN 
ANTIGENE 
en 
cent. cubes 
cent. cubes 
POURCENTAGE 
approximatif 
de la fixation 


0,25 | 0,10 | 0,05 
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Sérum avant adsorption . 


Puisque, comme nous venons de le voir, l’action fixatrice 
de petites doses d’antigéne est relativement supérieure & celle 
des grandes doses, on pouvait s’attendre & ce que la fixation 
fat plus importante lorsqu’une quantité donnée d’antigéne 
(2 cent. cubes) était répartie dans deux complexes identiques 
(50 milligrammes de kaolin-1 cent. cube d’antigéne), mis 
successivement en contact avec le sérum. C’est, en effet, ce qui 
se passe. Aprés le deuxiéme passage, le sérum a perdu 98 p. 100 
des anticorps. Pour obtenir une fixation aussi abondante avec 
un seul complexe, il faut employer 8 cent. cubes d’antigéne. 
L’avantage de cette adsorption fractionnée est évident lorsqu’il 
s'agit d’éliminer complétement certains anticorps d’un sérum. 

c) Pour ce qui est du facteur antisérum, il faut tenir compte 
non seulement de la quantité absolue, mais aussi du volume 
total du milieu ow se fait la réaction, c’est-a-dire de la concen- 
tration en sérum. 

Quand la quantité du sérum augmente, le volume restant 
le méme, la fixation des anticorps augmente aussi, mais pas. 
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d’une maniére proportionnelle. Ainsi, le tableau VII (tubes 1, 
2, 3, 4) montre que sur 20, 40, 80, 160 unités d’anticorps, 
18, 30, 40 et 60 unités d’anticorps environ sont respectivement 
fixées, ce qui représente 90 p. 100 pour le premier tube, et a 
peine 40 p. 100 pour le dernier. 


TasLeau VII. 


SERUM APRES ADSORPTION 
en cent. cubes 


en 
milligrammes 


KAOLIN 
ANTIGENE 
en 
cent. cubes 
cent. cubes 
EAU 
physiologique 
en 
cent. cubes 


0,25 


POURCENTAGE 
approximatif 
de la fixation 


or oe 
— =) 


orj 
oo 


Ct ot OF 
oocoo 


Sérum avant adsorption... . 


NV. B. — Pour faciliter la comparaison, la concentration du sérum a été ramenée 4 la 
méme valeur (1/40) dans tous les tubes. 


La concentration du sérum influe aussi sur la fixation. Celle- 
ci diminue légérement 4 mesure que le volume croft. Ainsi, pour 
un volume passant de 1 a 10, la fixation diminue d’un tiers 
a peu prés (Tableau VII, tubes 5, 6, 7, 8). 

d) L’influence de la température et du temps de contact du 
sérum avec le systéme kaolin-antigéne est mise en évidence 
par le tableau VII. 

Deux séries de quatre tubes identiques sont placées, l'une 
dans la glaciére (5°), l'autre dans |’étuve (37°). Dans chaque 
série, un premier tube est examiné aprés une demi-heure, un 
second aprés une heure, les deux autres respectivement aprés 
quatre et huit heures. 

Dans le premier tube de chacune des deux séries, les quan- 
tités d’anticorps fixés paraissent égales. Mais, tandis qu’en 
prolongeant le séjour a la glaciére on obtient une fixation plus 
importante, c’est l’inverse qui se produit lorsqu’on augmente 
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la durée du séjour a l’étuve. Ainsi, aprés huit heures, 80 p. 100 
des anticorps sont fixés & 5° et 50 p. 100 seulement a 37°. La 
fixation est donc plus importante & basse température. Nous 
voyons en outre qu'elle se fait, pour la plus grande part, tout 
de suite aprés le contact avec l’antigéne. 


Tasieau VIII. 


SERUM APRES ADSORPTION 
en cent. cubes 


KAOLIN 
en 
milligrammes 
ANTISENE 
en 
cent. cubes 
cent. cubes 


0,25 | 0,10 | 0,05 | 0,02 | 0,01 


Glaciére : 4 


L’égalité de la fixation dans les deux premiers tubes exa- 
minés (Tableau VIII, tubes 1 et 5) peut s’expliquer par le fait 
que la préparation et la premiére agitation du mélange avaient 
lieu & la température du laboratoire. En une demi-heure, 
Vinfluence de la glaciére ou de l’étuve n’avait pas le temps de 


s’exercer. 


UTILISATION DU CHARBON ANIMAL COMME ADSORBANT. — Observe- 
t-on les mémes faits quand on opére avec le charbon animal ? 
Tout en employant, comme d’Alessandro et Sofia, le charbon 
animal Merck, nous avons obtenu des résultats différents. 
Bien que le pouvoir adsorbant du charbon soit bien supé- 
rieur & celui du kaolin quand on l’éprouve avec l'antigene 
seul, le pouvoir fixateur spécifique du complexe charbon-anti- 
gene est trés faible. En portant méme la quantité d’antigéne a 
4 cent. cubes, on ne peut fixer que 50 p. 100 de l’anticorps, 
tandis que dans les mémes conditions le complexe kaolin- 
antigéne en fixe 95 p. 100. 
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D'Alessandro et Sofia ayant utilisé des antigénes lipi- 
diques, nous avons repris nos expériences avec un antigéne 
tuberculeux du méme genre: l’antigéne méthylique de Bo- 
quet et Négre. La fixation spécifique des anticorps reste aussi 
faible. (Tableau IX). 


TasLeau IX. 


CHARBON ANTIGENE SERUM SERUM APRES ADSORPTION 
en cent. cubes 


méthylique au 1/40 
en en 
milligrammes | cent. cubes] cent. cubes} g 49 0,05 0.02 0,04 0,005 | 0.002 


en 


DIssOcIATION DES ANTICORPS. 


Nous venons de voir qu’il est facile de fixer les anticorps 
correspondant 4 un antigéne donné quand celui-ci est adsorbé 
au kaolin. Il était intéressant d’examiner si l’on peut les 
remettre en liberté, comme c’est le cas pour les anticorps 
fixés sur des bactéries ou des hématies. Nous nous sommes 
bornés a vérifier si, en principe, la dissociation des anticorps 
est possible. Aussi, n’avons-nous déterminé les conditions 
optima que pour la méthode la plus simple : la dissociation du 
complexe antigéne-anticorps par la chaleur. 

Les sédiments obtenus aprés fixation des anticorps ont été 
lavés, émulsionnés dans 2 cent. cubes d’eau physiologique, puis 
placés pendant vingt minutes dans un bain-marie a 60°. Le 
mélange a été agilé de temps en temps pour maintenir le kaolin 
en suspension. La centrifugation qui suivait, quoique faite dans 
un manteau d'eau chaude, faisait tomber la température & 40°. 
Il est probable qu’a cette température une certaine quantité 
d’anticorps se fixait & nouveau. 
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Nous avons fait varier les doses d’adsorbant, d’antigéne, 
d’anticorps, et le temps qui s’écoule entre la fixation et la dis- 
sociation. Ces expériences nous ont permis de faire les consta- 
tations suivantes : 

1° Le rendement de la dissociation décroit lorsque, toutes 
les autres condilions étant identiques, la quantité de kaolin 
augmente (tubes 1 et 2, tableau X). 

2° Il croit lorsque la quantité d’antigéne adsorbé au kaolin 
diminue (tubes 2 et 4), tableau X). 

3° Il croit aussi lorsque le complexe kaolin-antigéne a été 
traité par une plus grande quantité de sérum et a, par consé- 
quent, fixé davantage d’anticorps (tubes 2 et 3, tableau X). 


TABLEAU X. 


KAOLIN ANTIGENE SERUM LIQUIDE DE DISSOCIATION 
ae 140 en cent. cubes 
| 


en en 
en 


milligrammes | cent. cubes | cent. cubes 0,50 0,10 | 0,05 | 0,02 | 0,01 


10 . i pe 
50 2 a pe c 
50 ) ) 0 ie 


4° Le rendement décroit lorsque augmente le temps écoulé 
entre la fixation et la dissociation (tableau XI), ce qui est con- 
forme au fait connu que l’union entre antigene et anticorps 
devient, & cause d’altérations secondaires, de plus en plus 
irréversible avec le temps. 


TasBLeAau XI. 


INTERVALLE LIQUIDE DE DISSOCIATION 

entre la fixation en cent. cubes 

el la dissociation 
des anticorps 

en heures 


I 
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Cette méthode ne nous a pas permis de retrouver plus de 
20 p. 100 des anticorps préalablement fixés. Nous pensons 
cependant qu’en utilisant d’autres procédés, on obtiendra cer- 
tainement de meilleurs résullats. Nous rappellerons a ce 
propos les recherches de Sédaillan et Clavel (1) sur la récupé- 
ration des agglutinines fixées aux bactéries. 


Les faits rapportés ci-dessus sont en concordance, d’une part 
avec les lois générales de l’adsorption, et d’autre part avec 
les observations qui ont été faites sur la fixation des anticorps 
par des antigénes corpusculaires. Si nos expériences présentent 
quelques particularités, celles-ci sont dues surtout & l’influence 
de l’adsorbant sur le pouvoir fixateur de l’antigéne. 

Il est apparu que ce pouvoir dépend de la relation quanti- 
tative entre adsorbant et antigéne. Etant donnée la différence 
de grandeur des particules de l’adsorbant et des molécules 
d’antigeéne — et par conséquent de leurs surfaces relatives — 
une petite quantité d’antigéne suffira & couvrir la surface de 
ladsordant en formant une couche monomoléculaire. Ce seuil 
dépassé, l’antigene formera des couches superposées et le 
nombre des molécules pouvant entrer en contact direct avec les 
anticorps n’augmentera pas proportionnellement 4 la quantité 
absolue d’antigéne. On s’expliquerait ainsi |’influence de la 
quantité d’adsorbant employé sur le taux de fixation des anti- 
corps (2). 

Sans discuter davantage le cété théorique de nos observa- 
tions, nous en déduirons seulement les régles suivantes pour la 
pralique de l’isolement des anticorps. 

Si Von veut éliminer complétement d’un sérum un anticorps 
déterminé, on utilisera des complexes kaolin-anligéne cons- 
litués par de fortes doses de kaolin (suffisamment faibles cepen- 


(1) P. Separttan et Cu. Craver. Revue d’'Immunologie, 1, 1935, p. 240. 

(2) Nous n'iignorons pas que d’aprés la théorie de Langmuir l’adsorbat 
ne forme qu’une couche monomoléculaire sur |’adsorbant. Mais on peut se 
demander si cette théorie, basée sur certaines observations, ne comporte pas 
d’exceptions, surtout quand il s’agit, comme dans notre cas, de l’adsorption 
de trés grandes molécules pour lesquelles les valences secondaires jouent un 


role important. 
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dant pour éviter l’adsorption non spécifique), imprégné d’une 
erande quantilé d’antigéne. Le sérum sera traité successive- 
ment par deux, au moins, de tels complexes, les mélanges étant 
chaque fois placés plusieurs heures 8 la glaciére. 

Par contre, s’il s’agit d’isoler le méme anticorps & l'état pur, 
il faudra utiliser une petite dose de kaolin et une quantité 
moyenne d’antigéne. Le complexe sera traité par un grand 
excés de sérum. Aprés un séjour d’une heure a la glaciére, on 
procédera immédiatement 4 la dissociation. 

Ces régles sont basées sur les résultats donnés par l’étude 
d'une seule réaction. Certaines modifications deviendront sans 
doute nécessaires lorsqu’on opérera avec d'autres antigénes et 
d'autres anticorps; nous avons vu, par exemple, que les poly- 
saccharides bactériens s’adsorbent trés mal au kaolin et que, 
d’autre part, adsorbés au charbon animal, ils fixent trés bien 
les anticorps correspondants. Mais nous ne doutons pas que les 
principes que nous venons d’établir ne s’appliquent d’une 
maniére générale dans toutes les réactions analogues. 


Résumé. 


La méthode de la fixation spécifique des anticorps par des 
adsorbants imprégnés d’antigéne est capable d’une application 
générale. 

Combinée avec la dissociation des anticorps ainsi fixés, elle 
permet d'isoler les anticorps correspondant a un antigéne 
défini. 

Pour obtenir des résultats satisfaisants, il faut tenir comple 
de l’action de plusieurs facteurs dont l'étude a été l'objet des 
expériences ci-dessus rapportées. 


a 


ACTION DE LA VITAMINE C 
SUR LA TOXINE DIPHTERIQUE 
ET SENSIBILITE DU BACILLE DE LA COQUELUCHE 
VIS-A-VIS DE L’HYDROQUINOL ET DE LA VITAMINE C 


par M''e 0. GROOTTEN et N. BEZSSONOFF. 


(Institut d' Hygiene et de Bactériologie de Strasbourg 
et Clinique infantile de la Faculté de Médecine de Strasbourg.) 


La présence des vitamines B, et B, dans le corps de diverses 
bactéries a été bien établie. Derniérement, se fondant sur des 
données spectrographiques, Chargaff et Lederer (1935) [6] ont 
affirmé que certains microbes, tels le bacille de la fléole (Myco- 
bacterium phlet), le bacille Lombardo Pellegrini et le bacille de 
Grassberger peuvent renfermer du B carotene, autrement dit 
de la provitamine A. Par contre, on ne posséde jusqu’a présent 
aucune indication sur la présence dans le corps microbien de la 
vitamine C. 

En 1921, Wollman [20] a montré que le bacille bulgare ne 
contient pas de vitamine C. Kollath et Leichtentritt (1926) [10], 
expérimentant sur des cobayes, ont prouvé que le colibacille, 
les microbes de la flore intestinale du cobaye et le pneumo- 
bacille de Friedlander n’opérent pas la synthése de la vita- 
mine Cet n’absorbent pas la vitamine contenue dans les milieux 
de culture. Ils ont conclu que les facteurs accessoires de crois- 
sance du bacille de Pfeiffer ne comprennent pas la vitamine C. 

Les expériences de Bieling (1925) [5], faites avec le B. pyo- 
cyanique, le B. coli et un mélange de bactéries intestinales du 
cheval n’ont pu déceler la production de vitamine C par ces 
microbes. 

En général, toutes les nombreuses recherches qui, depuis 
1912, ont été consacrées 4 la vitamine C n’ont, en aucun cas, 
permis de réyéler la présence possible de cette vitamine dans 
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les bactéries. Dans leur ensemble, les données dont on dispose 
a Vheure actuelle sont favorahles a l’opinion que la vitamine C 
est une substance complétement étrangére & la composition 
des bactéries. 

La vitamine C (acide l-ascorbique) est un corps chimique- 
ment trés actif, doué d’un pouvoir réducteur exceptionnel. I] 
vient naturellement & l’esprit qu’un composé, ayant de telles 
propriétés et étranger aux bactéries, devrait, au moins dans 
certains cas, faire preuve d’activité bactéricide. I] était d’autant 
plus intéressant de s’en convaincre que les mammiféres sup- 
portent parfaitement des injections massives de vitamine C. 
Derniérement |’un de nous, en collaboration avec Jean Perier, 
apres avoir injecté dans le péritoine du cobaye de |’acide ascor- 
bique, partiellement neutralisé & la soude, & une dose de 
2 grammes par kilogramme de cobaye, a constalé que la con- 
centration de la vitamine C dans le sang atteignait Jusqu’a 
1 gr. 8 par litre. Il est vrai que des concentrations de cet ordre 
ne s observaient qu’au cours des deux heures qui suivaient 
Yinjection et baissaient ensuite assez rapidement (voir égale- 
ment Rohmer, Bezssonoff, Stoerr et Perier, 1935) [44]. Ces 
injections étaient bien supportées par le cobaye. Remarquons, 
d’ailleurs, que la dose utilisée ne dépassait que de 2.000 fois 
la dose stricte assurant le minimum des besoins en vitamine CG 
de animal. Or, la vitamine A suffisamment pure, administrée 
au rat en dose pareille ne manifeste pas encore son action 
toxique (Bell, Gregory et Drummond, 1933) [4], et l’effet 
toxique de la vitamine D ne se fait rapidement voir que quand 
on l’introduit chez le rat & une dose dépassant 100.000 fois la 
dose stricte. ; 

Avant d’exposer nos recherches concernant l’action bactéri- 
cide de la vitamine C, nous devons nous arréter sur la question, 
déja abordée par M''e Harde, Polonyi et Schwarz et Cislaghi, 
relative au pouvoir antitoxique de ce composé. 


VitAMINE C ET TOXINE DIPHTERIQUE. 


On sait qu’un certain nombre de molécules organiques pos- 
sedent la propriété de neutraliser tn vitro, lentement et sans spé-_ 
cificité, les toxines microbiennes. Des recherches approfondies 
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sur ce sujet sont dues & H. Vincent (1907-1930) [49]. Mais déja 
en 1898 Salkovsky [15] constata que l’aldéhyde salicylique, 
Valdéhyde formique et le phénol exercent une action destruc- 
trice sur la toxine diphtérique. Larson (1924, 1926) [44] a 
montré que la toxine diphtérique est rapidement annihilée 
par l’acide ricinoléique. D’aprés Velluz [18], le petit nombre de 
substances organiques, possédant la faculté de neutraliser, 
sans les détruire, les toxines tétanique et diphtérique, est com- 
posé presque exclusivement par des acides. Ils exercent cette 
action aussi sous leur forme salifiée, elle ne peut donc étre 
rapportée & un changement du pH du milieu. Velluz note 
Vimportance du type de la structure cyclique de ces composés. 
Il estime nécessaire la présence dans leur molécule d'une 
fonction acide et indique également que la propriété antitoxique 
est exaltée par la fonction phénol et, qu’en général, elle est 
modifiée par l’'isomérie. 

Il importe enfin de signaler les observations de Schmidt 
(1932-1935) [46] concernant la destruction de la toxine diphté- 
rique, obtenue déja aprés quelques heures de contact avec des 
composés cycliques, particuliérement efficaces. 

En ce qui concerne la vitamine C, une certaine action neu- 
tralisante de cette substance vis-a-vis de la toxine diphtériquea 
été constatée par M'® Harde (1934) [8] et Polonyi (1935) (43), 
mais ce dernier auteur ne précise ni la concentration en acide 
ascorbique qu'il utilisa au cours de ses expériences, ni la durée 
de son action sur la toxine. Quant aux observations de 
M'e Harde, elles peuvent étre résumées comme suit : 

La moilié des cobayes, traités & la vitamine C, ont survécu, 
tandis que les témoins sont morts le quatriéme, huitiéme ou 
dixiéme jour. Les animaux recevaient le premier jour, aprés 
injection de la toxine, une injection sous-cutanée ou intra- 
péritonéale de 10 milligrammes d’acide ascorbique, neutralisé 
au tournesol, et une dose de 10 milligrammes par la bouche, et 
les six et huit jours suivants 15 4 20 milligrammes per os en 
une ou deux fois. D’autre part, 10 milligrammes d’acide ascor- 
bique (en solution rendue neutre au tournesol) neutralisaient 
in vitro, a la température de laboratoire, aprés contact d’wne 
heure, une dose mortelle de toxine. L’auteur croit que Vacide 
ascorbique fixe la toxine in loco, protégeant ainsi l’organisme. 
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Expérimentant avec une toxine diphtérique stabilisée, Green- 
wald et M'* Harde (1935) [7] ont observé des résultats simi- 
laires. Sur 4 cobayes traités & l’acide ascorbique, introduit per 
os ala dose de 10 420 milligrammes, 2 succombérent & peu prés 
dans le méme délai que les témoins, 2 autres survécurent jus- 
quau vingtiéme et vingt-deuxiéme jour. L’épreuve répétée a 
abouli aux mémes résultats, mais encore plus marqués. Sur 
4 cobayes traités & la vitamine, 2 succombent et 2 survivent. 
Les auteurs confirmérent également l’action antitoxique de la 
vitamine exercée in vitro. 10 milligrammes de vitamine neutra- 
lisée, misen contact avec une dose mortelle de toxine, suffisent 
ai annuler complétement son effet toxique. 

D’autre part, Schwarz et Cislaghi (1935) [47], en étudiant de 
leur cdté l’action de la vitamine C sur la toxine diphtérique, 
arrivent aux conclusions que l’acide ascorbique neutralisé 
n’exerce aucune action sur la toxine dipbtérique ni zn vitro, ni 
in vivo, ni in loco. Les doses de vitamine C, employées par ces 
auteurs, étaient de 5 milligrammes par une dose mortelle de 
toxine diphtérique dans les expériences failes in vitro, et de 
15 milligrammes par une dose mortelle dans les expériences 
in vivo. 

M"* Harde [8], Polonyi [43] et Mouriquand [42] signalent une 
diminution de la vitamine C dans les capsules surrénales et le 
foie des cobayes morts d'intoxicalion diphtérique. Pour doser 
la vitamine, M''*® Harde a appliqué la méthode au nilrate 
dargent de Szent-Gyérgyi et la titration au 2-6-dichlorphénol- 
indophénol. Cependant, cette diminution dela vitamine C n’est 
point spécifique pour l’intoxication diphtérique, M"* Harde 
(1935) [8] ayant trouvée aussi dans d’autres infections et 
intoxications. 

Ainsi qu’on le voil, les données de M" Harde relatives a 
action neutralisante qu’exerce la vitamine C sur la toxine 
diphtérique zn vzvo ne permettent pas d’aboutir a une conclusion 
nette. Par contre, ses observations faites in vitro témoignent 
d'une action décisive et exceptionnellement rapide de |’acide 
ascorbique. Vu l’intérét que présentent ces résultats, nous avons 
voulu les confirmer en opérant dans les mémes conditions que 
celles qui caraclérisent les expériences de M'® Harde. Nous 
avons toutefois eu recours & des doses d'acide ascorbique qui 
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dépassaient de beaucoup celles utilisées par M"° Harde, espé- 
rant obtenir ainsi des résultats suffisamment démonstratifs. 


ACTION DE LA viTamine C « IN vivo ». 


La toxine diphtérique nous a été envoyée par M. G. Ramon 
& qui nous adressons nos meilleurs remerciements. 1/1.000 
de centimétre cube de cette toxine tuait un cobaye de 250 er. 
le quatriéme jour (= une dose mortelle minima). L’acide 
l-ascorbique que nous avons utilisé au cours de nos expériences 
nous fut fourni par la maison Hoffmann-Ia Roche sous forme 
cristallisée, & I’état chimiquement pur. Ce produit, obtenu par 
synthese d’aprés le procédé de Reichstein, a été éprouvé au 
début de nos recherches, concuremment avec un échantillon 
d’acide ascorbique isolé d’un suc végélal par Szent-Gyorgyi. 
L’épreuve de l’activité antiscorbutique des deux produits, faite 
sur des cobayes, a fourni des résultats identiques. Une épreuve 
de leur action bactéricide a confirmé la similitude de leur 
action biologique. Les caractéres chimiques et physiques des 
deux substances ne présentaient aucune différence essentielle. 
La vitamine cristallisée a été stérilisée par chauffage a 100° 
pendant une heure en ampoules scellées. 

Nous avons expérimenté avec des lots comportant 4 cobayes 
d’expériences et 4 cobayes servant de témoins. Au cours de 
toutes nos épreuves les animaux ont été répartis de facon que 
le poids moyen des cobayes d’un lot témoin soit sensiblement 
égal, jamais inférieur, a celui des cobayes qui composaient le 
lot correspondant, trailé a Ja vitamine. Ce poids variait de 
420 8 640 grammes. 

La toxine diphtérique a été diluée au 1/100. La vitamine C 
a été dissoule dans l’eau distillée et neutralisée avec de la 
soude N au papier de tournesol, immédiatement avant l’injec- 
tion. 


Chaque cobaye du premier lot a regu en injection sous-cutanée 0 c. c. 4 
de toxine diphtérique diluée (4 doses mortelles) et tout de suile apres 
100 milligrammes de vitamine C par voie intrapéritonéale. Le jour suivant 
on leur administra 200 milligrammes de vilamine par jour en 2 injections, 
4 huit heures d’intervalle. Tous les cobayes succombérent ayant le troi- 
siéme jour. 
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Les cobayes du deuxiéme lot ont recu en injection sous-cutanée une dose 
de toxine deux fois moindre que ceux du premier lot, soit 0c. c. 2 de toxine 
diluée (2 doses mortelles) et 100 YMnilligrammes de vitamine en une injection 
le premier jour et deux injections de 50 milligrammes les deux jours sui- 
vants : 

Enfin, chaque cobaye du troisiéme lot a regu la méme dose de toxine que 
les cobayes du lot précédent. La dose journaliére de vitamine, injectée aces 
cobayes, était aussi la méme que celle utilisée précédemment, mais elle fut 
introduite en une seule injection. 


Les résultats de ces expériences sont résumés dans le 
tableau I. 


TABLEAU I. 


VITAMINE CG 


en milligrammes COBAYES TRAITES COBAYES TEMOINS 
g ‘ 


TOXINE 
diphtérique 


fer jour] 2° jour 3¢ jour Mort 


100 | 100 + 100 — .m.}2e, 2%, 2¢ et 3¢ jour.}2° jour tous les 4 cobayes. 


400 | 50-++ 50/50 + 50]2 d. m.|3e, 3°, 5e et 10° jour.|2°, 4°, 6e et 7° jour. 
100 100 4100 {2 d. m./2¢, 5°, 28e et 28ejour./2e, 3¢, 5e et 10° jour. 


Quand on injecte au cobaye une dose de toxine diphtérique 
le tuant en deux jours, le traitement par injections massives de 
vitamine C ne produit aucun effet. Les animaux traités suc- 
combent dans le méme délai que les témoins. Réduisant de 


moitié la dose de toxine, on a pu observer une survie assez 


marquée de la moitié des cobayes traités & la vitamine. On 
remarquera que la méme inégalité de l’action antitoxique de 
la vilamine s’est réguligrement manifestée au cours des expé- 
riences de M'! Harde et de Greenwald et M'* Harde. 


ACTION DE LA VITAMINE C «IN VITRO ». 


1c. c. 6 de toxine diphtérique, diluée au 41/100 (146 doses mortelles), ont 
été mis en contact pendant une heure a la température de 20% C. avec des 
doses croissantes (100, 200 et 400 milligrammes) de vitamine C, neutralisée 
au papier de tournesol. Chacun de ces trois mélanges a été injecté sous la 
peau a un lot de cobayes, comportant 4 animaux; la méme quantité de 
toxine diphtérique n’ayant pas subi l’action de vitamine a été inoculée a 
42 cobayes servant de témoins. 

Les 4 cobayes du premier lot ont recu chacun 0c. c. 4 de toxine diphté- 
rique diluée (4 doses mortelles) + 25 milligrammes de vitamine, ceux du 
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deuxiéme lot ont regu chacun 0 c. c. 4 de toxine (quatre doses mortelles) 
+50 milligrammes de vitamine et ceux du troisiéme, 0 c. c. 4 de toxine 
(4 doses mortelles) + 100 milligrammes de vitamine. 


Tasieau II. 


\ : COBAYES D’ EXPERIENCES COBAYES TEMOINS 
non VITAMINE C Hien S TEMOIN 


en 


de cobayes diphtérique 


milligrammes Mort Mort 


25 4d. m. Tous le 2° jour. Tous le 2° jour. 
50 4d. m. Tous le 38° jour. Tous le 2° jour. 
100 4d.m. |4°, 6°, 9¢jour, survie (1)./2°, 2°, 2° et 3° jour. 


(1) L’animal qui a survécu a été observé pendant quatre mois, il a mis 4 jour deux 
petits qui se sont développés normalement. 


Notons enfin, qu’ayant ajouté a la toxine diphtérique de 
Vacide ascorbique non neutralisé, nous avons observé la dispa- 
rition compléte de leffet toxique. Cette observation concorde 
avec celles, trés détaillées, de Schwarz et Cislaghi (1935) [47]. 
ll s’agit, dans ce cas, comme l’a déja démontré Schmidt 
(1932) [46], non pas d’une action spécifique du composé utilisé, 
mais de celle des ions H+. 

Ainsi qu’on a pu le voir, seules nos données concernant 
Vaction antitoxique de la vitamine C neutralisée, exercée an 
vivo, se rapprochent dans une certaine mesure de celles de 
M"* Harde et de Greenwald et M'e Harde. Par contre, nous 
n’avons jamais constaté l’action décisive constante de la vita- 
mine in vitro, signalée par ces auteurs. 

Ainsi, l’action de Ja vitamine C sur la toxine diphtérique 
s'est révélée aussi bien in vitro quin vivo comme étant inégale 
et faible, et cela malgré les doses considérables de vitamine 
que nous avons utilisées. On est méme en droit de se demander 
s'il s’agit bien, en |’occurrence, d'une action de l'acide ascor- 
bique sur la toxine et non de son effet stimulant sur |’orga- 
nisme du cobaye. 

L’un de nous (Bezssonoff, 1928) [2] a obtenu depuis long- 
temps des indications, complétées depuis (Bezssonoll, Valette 
et Sacrez, 1935) [4], concernant l’influence qu’exerce la vita- 
mine C sur l’excrétion urinaire des substances toxiques, déchets 
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du métabolisme. Il n’est pas impossible que cette action de la 
vitamine s’étende aussi aux toxines microbiennes. 

En tout cas, la question de savoir si leffet antitoxique 
observé, est di a une action directe de la vitamine C sur l’orga- 
nisme animal ou sur la toxine diphtérique, devrait étre pré- 
cisée a l’aide d’expériences consacrées & ce but. Nous pensons 
y procéder dans un avenir prochain. 


ACTION ANTIMICROBIENNE DE LA VITAMINE C 
ET D'AUTRES COMPOSES A FONCTION ENOLIQUE 
SUR LE BACILLE COQUELUCHEDX. 


Nous avons commencé par nous assurer, en ulilisant le 
réactif de Bezssonoff (Bezssonoff, 1934) [3], que les milieux de 
culture habituels, Vascile et l’extrait globulaire ne contiennent 
pas de vitamine C. Au cours de nos premiers essais, nous avons 
utilisé en tant que solution mére une solution de vitamine C 
a1 p. 100 en bouillon peptoné, neutralisée avec de la soude N 
et préparée extemporanément. 

Du bouillon peptoné, additionné de 0,5 p. 100 (5.000 milli- 
grammes par litre) de vitamine C et ramené a pH-7,0, a été 
ensemencé avec les microbes suivants : staphylocoque doré 
hémolytique. streptocoque hémolytique, pneumocoque, gono- 
coque, B. diphtérique, colibacille, B. typhique, B. paraty- 
phique B. micrococcus melitensis, B. de Bordet-Gengou, B. du 
tétanos, vibrion septique et B. sporogéne. A l'exception du 
B. Bordet (bacille coquelucheux : hemophilus pertussis) et du 
gonocoque, tous les microbes, cullivés & la température de 36°, 
se sont développés en présence de la vitamine tout aussi bien 
que dans les tubes de contrdle, contenant du bouillon peptoné 
sans la vitamine, ajusté au méme pH. Notons tout de suite 
que l'action de la vitamine C sur le gonocoque s’est révélée 
étre extrémement faible. A la concentration en vitamine de 
0,2 p. 100, le gonocoque se développait normalement. 

Signalons encore que la présence de l’acide acétique glacial, 
utilisé 4 la méme concentration de 0,5 p. 100, le milieu étant 
ajusté au méme pH que précédemment, n’entravait nullement 
le développement du bacille de Bordet. 

La souche de bacille de Bordet provenait de la collection de 
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l'Institut Pasteur de Paris. Elle était adaptée au bouillon 
peptoné et a la gélose ordinaire. Pour déterminer la concentra- 
tion limite dela vitamine C, suffisante pour arréter le dévelop- 
pement du bacille coquelucheux, une série de tubes contenant 
du bouillon peptoné et des doses décroissantes de vitamine, 
ainsi que deux tubes de contrédle, ont été ensemencés avec 
0c.c. 2de culture de bacille de Bordet en bouillon peptoné, 
agée de quarante-huit heures. Un ensemencement aussi riche 
a été fait pour obtenir un développement plus rapide. Chaque 
tube ne contenait que 5 cent. cubes de liquide, le bacille coque- 
lucheux étant aérobie & un trés kaut degré. Le milieu était 
ajusté & pH 7,0 par addition de soude. Les microbes ont été 
cultivés & la température de 35-36° C., température qui s’était 
montrée optima pour le développement du bacille de Bordet. 
Les résultats cités ont été notés aprés soixante-douze heures 
d’observation. Le pH du milieu restaitsans changement notable 
dans tous les tubes. Ces épreuves ont montré qu'une dose de 
80 milligrammes de vitamine par litre de bouillon de culture 
arrétail le développement du bacille de Bordet. 

Woringer et Sala (1928) [21] ont cité 4 cas de coqueluche, 
compliquée de scorbut infantile typique. L’alimentation de ces 
enfants était la méme que celle des autres nourrissons hospi- 
talisés @ la clinique, parmi lesquels aucun autre n’a souffert 
du scorbut. Les malades ont eu peu de vomissements et n’ont 
pas cessé d’augmenter de poids. Ainsi, on ne pouvait admettre 
que la coqueluche ait pu déterminer une carence alimentaire. 
Les auteurs suggérent l’hypothése que la défense antimicro- 
bienne de lorganisme améne un épuisement rapide en vita- 
mine C et une consommation exagérée de cette substance. On 
peut également supposer que l’apparition du scorbut chez les 
enfants coquelucheux dénote une certaine affinité entre la 
vitamine C et le bacille de Bordet. 

Poursuivant nos expériences, nous avons cherché a déter- 
miner la dose de vitamine C nécessaire pour tuer le bacille de 
Bordet. Une série de tubes contenant du bouillon peptoné et 
des doses décroissantes de vitamine C et deux tubes de contrdéle 
ont été additionnés de 1 cent. cube de culture de bacille de 
Bordet par tube. La culture éprouvée était une culture en 
bouillon peptoné, 4gée. de quarante-huit heures, ensemencée 
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avec 0c. c. 2 de bouillon de culture de bacille de Bordet, agée 
elle aussi de quarante-huit heures. Au cours de toules nos 
expériences, la culture qui nous servait pour les ensemence- 
ments était obtenue de la méme facon. Comme dans les expé- 
riences précédentes, le volume total du liquide était de 5 cent. 
cubes dans chaque tube et sa réaction était ajustée & pH 7. 
Aprés vingt-quatre heures d’incubation, pendant lesquelles les 
tubes ont été secoués deux fois, on procéda 4 des ensemence- 
ments en bouillon peptoné et sur gélose contenant 5 p. 100 de 
sang, en boites de Petri. Pour cela, on prélevait dans chaque 
tube, dans le premier cas, 0 c. c. 2 de liquide incubé et 
II gouttes de ce liquide quand il s'agissait d’ensemencement 
sur gélose au sang. Nous ne tenons comple que des résultats 
confirmés par culture sur gélose au sang, milieu plus favo- 
rable 4 la culture du bacille de Bordet. Les boites de Petri ont 
été laissées & l’é6tuve pendant une semaine. Ces épreuves ont 
montré que la vitamine C tuait le bacille de Bordet a la dose 
de 1 p. 100 (4.000 milligrammes par litre). 

Afin de préciser si l’action de la vitamine C était surtout 
due & son pouvoir réducteur ou & certaines particularités de 
sa structure, nous avons éprouvé concurremment l’activité 
des substances réductrices suivantes, munies également de 
fonctions énoliques : 

4° Le réductone (1) HCOH : COH.COH; 
2° L’acide phénique C,H,OH; 

3° Le pyrocatéchol C,H,OHaOH y); 

4° LWhydroquinol C,H,OHaOHw; 

5° Le pyrogallol C,H,OHqyOHe,OHa~). 


Rappelons aussi la structure de la vitamine C : 
pee 
PP ards sen: : COH.CO 


Les mémes épreuves avec la vitamine C et Vhydroquinol ont 
été faites avec une autre souche de bacille de Bordet, isolée 
par l'un de nous & la Clinique infantile de la Faculté de Méde- 
cine de Strasbourg (directeur : professeur Rohmer) par préle- 
vement chez un enfant atteint de coqueluche. Cette souche 


(1) Le réductone a été aimablement envoyé a l’un de nous par H. de Euler. 


i. 
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fut soumise aux épreuves aussitOt isolée. Les milieux de cul- 
ture, ulilisées pour la nouvelle souche, étaient : le bouillon- 
ascite glucosé (bouillon peptoné, 78 cent. cubes ; ascite, 20 cent. 
cubes; glucose a 30 p. 100, 2 cent. cubes), le milieu de Bordet 
et la gélose au sang ‘410 p. 100. 

Toutes les épreuves ont été répétées au moins deux fois. 
Ilimporte de noter que l’action de la vitamine et de l’hydro- 
quinol s’affaiblissait tres considérablement quand ces sub- 
stances étaient introduites non dans un milieu liquide, mais 
dans un milieu gélosé. Les résultats obtenus sont reproduits 
dans le tableau ILI. La souche microbienne de l'Institut Pas- 
teur est désignée « souche ancienne », celle isolée par nous 
« souche récente ». Nous appelons « dose préventive » la dose 
d’une substance active dont l’incorporation & un milieu de 
culture arréte tout développement, et « dose bactéricide » celle 
qui, introduite dans une culture en plein développement, tue 
les microbes. Les doses sont exprimées en milligrammes par 
litre de bouillon de culture. 


Tasieau III, 
DOSE 
en milligrammes par litre 
SUBSTANCE ACTIVE BN ee ee 
préventive bactéricide 


Souche ancienne (cullure en bouillon) : 


FRC ORCROMC mu omenie goer Sees, s,s wel is 500 » 
Acidempheniques: se ae ees ae 200-300 2.000-2.000 
VEC TOICLORS: A acblst laa aue ss he eA 2502300 1.000-3.600 
Py TOGACC ONT as, oa eatehapes Moms) > a eee pr 40-40) 500-500 
PSR KOE 8 a oA RR ged) eo peo PAUL, 200-200 
Shycaliaoxonuvbneyll 15 Ge porte ek eee to ob 5-9 60-70 (1) 
Souche récente (culture en bouillon ascite glucosé) : 

Vi UAUUNULCS Crm ncettore Sem coro not RUE > 5.000 
Pity; © CULL OL aacier acre aes ee oer 2-3 40-20 


Ainsi gu’on a pu le voir, l’hydroquinol exerce sur le bacille 
de Bordet l’action de beaucoup la plus forte. Notons que ce 


(1) Nous avons indiqué précédemment (C. R. Soc. Biol., 120, 1935, p. 121) 
que la dose bactéricide @hydroquinol varie de 70 a 300 milligrammes. Or, ce 
dernier chiffre se rapportait 4 l’action d’un spécimen légérement noirci au 
cours de la stérilisation. Répétant les épreuves avec un produit non altéré 
par la stérilisation, faite en ampoules soigneusement Javées et séchées, 
nous avons constaté par trois fois que la dose hactéricide d’hydroquinol 
ne dépasse jamais 70 milligrammes. 
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produit est parfaitement toléré par le cobaye et le singe 
(Macacus cynomelgus) & des doses de 40 milligrainmes par 
kilogramme introduites en injection sous-cutanée. Immédia- 
tement aprés l'injection, !animal montre une certaine agita- 
lation et se gratte au lieu de l’inoculation, mais il n’a pré- 
senlé aucune autre réaction ni locale, ni générale. La faible 
réaction signalée s’atténue encore quand on injecte l’hydro- 
quinol en solution ajustée au pH 4,6. 

L’action bactéricide du réductone s’est révélée nettement 
inférieure & celle des composés cycliques aussi bien diéno- 
liques, la vitamine C et le pyrocatéchol, que monoénolique, 
Yacide phénique. Cependant, les oxhydriles énoliques jouent 
un role décisif dans l’action bactéricide. En effet, l activité du 
monophénol est inférieure & celle des deux ortho-diénols, la 
vitamine C et le pyrocatéchol, ces derniers étant 4 leur tour 
moins actifs que le pyrogallol, muni de trois oxhydriles. Une 
oxydo-réduction devant se trouver & la base de l’effet bactéri- 
cide observé, on comprend qu il s’intensifie quand augmente 
le nombre des oxhydriles énoliques et, par conséquent, le 
pouvoir réducteur du composé. Toutefois, l’action bactéricide 
la plus forte est exercée par lhydroquinol qui ne posséde que 
deux oxhydriles en posilion para. On ne saurait l’attribuer 
uniquement 4 la hausse du pouvoir réducteur qu’entraine le 
changement dans la position des -oxhydriles. Le pyrogallol, 
la vilamine C et le réductone étant des réducteurs beaucoup 
plus puissants que l’hydroquinol (Bezssonoff, Delire et van 
Wien, 1934) [3] exercent une action bactéricide faible ou méme 
négligeable. 

Incorporant & nos milieux de culture la vilamine Cen dose 
bactéricide, nous avons constaté que leur potentiel d’oxydo- 
réduction baissait de 170 m. y. environ, tandis que la chute 
provoquée par la dose bactéricide d’hydroquinol atteignait & 
peine 5 m. v. On est surpris de voir & quel point la configura- 
tion du réducteur se révéle plus importante que sa capacité 
d’abaisser le potentiel oxydo-réducteur. Dans le cas présent, 
cest la structure cyclique, de préférence celle de I'anneau ben- 
zénique, et un espacement déterminé des oxhydriles, qui assu- 
rent le mieux le contact du réducteur avec le microbe. Faute 
d'un tel contact, l’oxydo-réduction, qui détruit le bacille, reste 
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en suspens, méme en présence d’un grand exces d’énergie dis- 
ponible. 


Résumé Er Concuusions. 


1° La vitamine C neutralisée, injectée aux cobayes simulta- 
nément avec la toxine diphérique, augmente la résistance a 
Vintoxication de la moilié des animaux ainsi traités. Ces con- 
clusions, conformes aux observations répétées de M"® Harde, 
appellent les réserves suivantes : 

a) L’aclion antitoxique observée est faible, inférieure a celle 
relatée par M"’ Harde, malgré l'emploi d'une quantité de vita- 
mine dépassant de beaucoup celle utilisée par l’auteur. 

6) Cette action ne se manifesle qu’en présence d’une faible 
dose de toxine permettant au cobaye non traité de survivre jus- 
qu’au neuviéme jour. 

2° Quatre doses mortelles de toxine diphtérique, mises en 
contact am vitro avec 100 milligrammes de vitamine C, restant 
sans effet sur un cobaye, provoquent !a mort des trois autres. 
50 milligrammes de vitamine par quatre doses mortelles de 
toxine n’atténuent aucunement l’aclion nocive de cette der- 
niére. Ces résultats, conformes & ceux de Schwarz et Cislaghi, 
s’opposent aux données de M'*® Harde concernant l’action de 
la vitamine C sur la toxine diphtérique exercée zn vitro. 

3° Les données, mises en évidence jusqu’a ce Jour, ne per- 
mettent pas d’affirmer que la vitamine C agit directement sur 
la toxine diphtérique, On peut tout aussi bien supposer que les 
doses massives de vitamine C, stimulant cerlaines réactions de 
Vorganisme, augmentent sa résistance & l’intoxication. 

4° La vilamine C exerce sélectivement une action bactéri- 
cide sur le bacille coquelucheux cullivé in vitru. Cette action 
est faible, mais bien caractérisée. 

5° Parmi les composés & fonction énolique, dont on éludia 
l'action bactéricide sur le bacille de Bordet, |’ hydroquinol 
s'est montré le plus efficace. Il tuait le microbe fraichement 
isolé A la concentration de 10 milligrammes par litre. 

6° L’action bactéricide exercée par différentes substances 
réductrices sur le bacille de Bordet dépend en premier lieu de 
la configuration des molécules. La structure cyclique, en par- 
ticulier celle propre & l’anneau benzénique, et une position 
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déterminée des groupements énoliques, assurent le maximuin 
d’activité. . 

7 Les trés grandes différences entre le pouvoir réducteur 
des divers composés expérimentés par nous étaient sans rap- 
port direct avec le degré de leur action bactéricide. 
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SUR LA RELATION 
ENTRE LE POUVOIR ANTITOXIQUE, 
LE NOMBRE DE DIVISION DE «L: » 
ET LE COEFFICIENT DE DILUTION DU SERUM 
ANTIDIPHTERIQUE 


par Marao SUEMATSU. 


(Laboratoire de sérothérapie d’Osaka, Japon, 
Directeur : D™ Y. Mrcuro.) 


Introduction. 


On sait qu’on utilise la méthode de réaction intra-cutanée de 
Rémer pour la détermination du pouvoir antitoxique du sérum 
antidiphtérique en faible quantité. On doit, cependant, recon- 
naitre que les valeurs numériques obtenues au moyen de cette 
méthode sont souvent trés différentes selon les chercheurs. J'ai 
pensé qu’on aurait un résultat plus stable, si lon pouvait, en 
recourant 8 la méthode fondamentale d'EKhrlich, chercher a 
Végard d’une petite quantité du sérum & examiner la valeur 
minima de l’action léthifére manifestée par son mélange avec 
une cerlaine quantité, aussi petite, du poison, et en déduire 
d’une facon rigoureuse le pouvoir antitoxique de ce sérum. 
Liidée n’est pas nouvelle; on la trouve adoptée notamment 
dans les recherches de Ramon et de ses collaborateurs, néces- 
sitant de telles déterminations. Pour approfondir l'étude dans 
cette voie, j’ai entrepris des recherches et effectué plusieurs 
séries d’expériences sous la direction de M. le D' Y. Meguro, 
directeur du Laboratoire de sérothérapie d'Osaka. A la fin, 
j'ai cru obtenir, aussi bien théoriquement qu’expérimenta- 
lement, la possibilité de mesurer au moyen de Ly mus en divi- 
sion le pouvoir antitoxique que possede wn sérum mis en farble 
quantité. 
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a 


1. — Constituants de L+. 


On entend par L + un certain volume d'un échantillon quel- 
conque de toxine diphtérique qui, en se combinant avec une 
certaine quantité d’antitoxine égale & Punité de powvoir anie- 
toxique, laisse encore subsister une loxicité égale & 1 DLM, 
avec laquelle on peut tuer un cobaye du poids de 250 grammes 
dans un laps de temps de quatre jours complets, mais dont 4/5 
ne provoquent pas la mort de l’animal. En ce qui concerne les 
constituants de ce L +, l’auteur se range & l’opinion d’Ehrlich, 
qui est plutot contraire a celle d’Arrhenius et de Madsen, et 
suppose que, lorsque la toxine diphtérique est fraiche, il se 
compose de tozine et de toxone, la capacité de se combiner avec 
Vantitoxine de la premiére étant considérée comme supérieure 
a celle de la deuxiéme, et une partie de la toxine se transfor- 
mant graduellement en toroides, tandis qu'une partie de la 
toxone se transforme en toxonoides. En considérant la capacité 
de se combiner avec l’antitoxine, Ehrlich a découvert trois 
espéces de toxoides, savoir [4] le protoxoide [2], le syntoxoide 
et [3] Vépitoxoide. 

Il a aussi constaté que le protoxoide posséde une capacité de 
se combiner avec l’antitoxine supérieure a celle de la toxine. 
Par cela, quand elle se mélange avec l’antiloxine, il se combine 
d’emblée avec lVantitoxine, en détruisant dans cerlains cas la 
combinaison toxine-antitoxine déja existante. Le syntoxoide 
posséde exactement la méme capacité que la toxine. L’épitoxoide 
ne possede qu’une capacilé inférieure a celle de la toxine. Pour 
cette raison, la combinaison de toxine-antitoxine ne peut pas 
étre modifiée par la présence de cet épitoxoide, mais la combi- 
naison d’épitoxoide-antiloxine est détruite par les autres toxoides 
ou par la toxine. 

D'aprés Ehrlich, on divise souvent la toxine en trois types : 
la proto-toxine, la deuto-toxine et la trito-toxine. Mais, & mon 
avis, il serait plus commode de ne pas subdiviser ainsi la toxine, 
au moins dans les présentes recherches, car, cette subdivision 
une fois admise, il n’en résulte pas moins une différenciation 
tres difficilement praticable de la capacité de combinaison avec 
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lantitoxine entre ces trois types de toxine. En outre, si l’on 
persistait encore & admettre cette subdivision, on devrait aussi 
diviser le syntoxoide en trois types, ce qui compliquerait inu- 
tilement |’étude des phénoménes considérés 

Soit maintenant, d’aprés l’usage, Lo un certain volume d’un 
échantillon quelconque de toxine diphtérique qui est totalement 
neutralisé par l’antitoxine de pouvoir antitoxique égal a l’unité. 
Or, on a trouvé que la différence de toxicité entre L4+ et Lo 
n’était pas toujours 1DLM, mais que sa valeur variait de 1,7 
jusqu’a 70 DLM. Cette contradiction apparente se comprend sans 
beaucoup de difficulté. Ce sont en effet des échantillons dans 
lesquels tous ou presque tous les dérivés du poison se trouvent 
mélangés que nous rencontrons le plus souvent. Pour de tels 
échantillons, lors de la détermination de DLM, tous les consti- 
tuants, épitoxoide, toxone, toxonoide, etc. qui ont une affinité 
plus faible pour l’antitoxine que la toxine, seront déplacés hors 
de la sphére de combinaison par cette derniére; cette toxine 
occupera alors dans la partie neutralisée une plus grande pro- 
portion en comparaison avec Lo qui sera neutralisée dans 
son ensemble. De plus, sans parler de |’épitoxoide, il faut attri- 
buer a la toxone, au loxonoide, etc., quelque loxicité qui, a 
cause de sa faiblesse, n’entre pas en ligne de compte pour la 
détermination de DLM, mais bien pour celle de la toxicilé totale 
de L aby ; 

D'aprés la définition de L+, on peut maintenant supposer 
que, quand on fait agir l’antifoxine sur L4, les constituants 
effectifs, c’est-a-dire, les constituants qui entrent directement 
en combinaison avec l’antitoxine, ne sont que: 1° la tozzne, 
2° le protoxoide et 3° le syntoroide, les autres constituants 
n’ayant aucune influence sur l’antitoxine, aussi longtemps que 
quelques-uns de ces trois premiers constiluants se trouvent 
dans Ly pour entrer en combinaison avec |’antitoxine. On peut 
done énumérer 4 cas : 1° Cas ou L4 se compose uniquement 
de toxine, 2° Cas 01 L + se compose de toxine et de protoxoide, 
3° Cas ot L 4. se compose de toxine et de syntozoide, et 4° Cas 
ou L + se compose de ces trois constituants. 
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ll. — Remarques. 


Avant de poursuivre l’exposé des présentes recherches, il 
importe de mentionner ici quelques remarques et d’indiquer 
les notations qui seront nécessaires pour abréger la description 
dans ce qui suit. 


Remargue I. — L+ d'un échantillon queleonque de toxine 
diphtérique est une certaine quantité de ce liquide qui laisse 
encore subsister une quantité de toxine dont le pouvoir toxique 
est de 1 DLM, aprés mélange avec une quantité d’antitoxine de 
pouvoir antitoxique égal a lunité. 


Remargue Hl. — L’antitoxine de pouvoir antitoxique égal a 
Punité neutralise précisément 100 DLM de la toxicité de L+, 
quand L4 est frais, @est-a-dire quand il ne contient pas encore 
de toxoides. 

Prenons ici comme unité d’affinité que montrent les consti- 
tuants de L4 vis-a-vis de l’antitoxine, la quantité de toxine, 
de protoxoide, ou de syntoxoide, qui peut se combiner avec 
1/100 dunité antitoxique d’antitoxine, et désignons par [QA| 
cette guantité unitaire d'affinité. 

On peut done dire maintenant qu’en prenant un échantillon 
de toxine diphtérique bien fraiche ne contenant pas encore 
de toxoides, on trouve que la quantité unitaire d’affinité [QA] 
correspond identiquement 4 1 DLM, mais que, s’il se trouve des 
toxoides dans Ly, la quantité unitaire d’affinité ne donne plus 
qu'une toxicité toujours inférieure 4 41DLM. Cela veut dire que 
la limite supérieure de /’action léthifére de 1 | QA] est justement 
égale & 1 DLM. 


Remargue Il. — Nous admettons la supposition suivante : 
En se mélangeant avec l'antitoxine, parmi les constituants de 
L+, la quantité totale de protoroide se combine, s'il existe, 
@abord avec Vantituxine, apres quoi la toxine et le syntoxoide se 
combinent en méme temps avec lantitoxiue » pr oportionnellement 
a leur quantité existant dans L +. 
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Il faut done admettre que la présence d’un certain consti- 
tuant dans Ly est la preuve du fait que d’autres constituants 
dont lacapacité de se combiner avec |’antitoxine est inférieure 
a celle du premier, se trouvent a I’ état libre. 


Remargue IV. — Nous admettons encore une autre supposi- 
tion : On ne trouve qu'une seule sorte de toxine et trois sortes de 
toxoides comme les suivants : 

CAPACITE DE SE COMBINER 
NOM avec l’antitoxine 


en comparaison avec la toxine 


PROCOXOIGG gs ta sates ee es ee es Supérieure. 
SyMtoxoldete. se. 20s a carte ane ee Egale. 
ES PICOXOIU EL. Ateneo eee hE eee Set Ce Inférieure. 


Pour abréger la description, on utilisera les notations spé~ 
ciales suivantes : 
1° QL. Par QL, on désigne la quantité totale de toxicité con- 


Four ols 


Liquide 

VENENEUX 3 
(unife : DLMOE 
Antitoxine 
(unite: LUA) 


Aires non hachées, toxine ou toxoides a l'état libre; aires obliquement 
hachées, toxine ou toxoides a état combiné; aires pointillées, OL, QL’ 
respectivement. 


tenue dans L+, qui équivaut donc numérigquement a Ja quan- 
tité totale de toxine exprimée en [QA]. De 18, on voit que L+ 
renferme la toxicité de QL (DLM). En ce sens, on peut appeler 
QL le coefficient daction léthifere de L +. 

Nous faisons ici une observation une fois pour toutes. QL ne 
peut étre fonction que du protoxoide et du syntoxoide : ceux-ci 
sont précisément les seuls constituants qui entrent en concur- 
rence avec la toxine au moment de sa neutralisation par l’anti- 
toxine. On n’a donc, dans la considération suivante, rien a voir 
aux autres constituants. 
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2° P et S. Par P et S, on désigne respeclivement la quantité 
de protoxoide et celle de syntoxoide se trouvant dans L +, 
exprimées en [QA]. 

3° UA. UA est lunité du pouvoir antitoxique {de l’antitoxine 
qui peut neutraliser 100 [QA] de la toxicité de la toxine ou bien 
se combiner avec 100 [QA] de composants de L +. 

4° QL!: . Sil’onajoute 4 L+ oo Oe 
correspond & la quantilé totale des toxoides contenus dans la 
portion neutralisée de L 4, il faut qu’une certaine;quantité de 
toxine reste encore dans L+ ainsi traitée. Désignons dorénavant 
par QL’ ce résidu de toxine. 

5° A. Par A on désigne la somme totale de [QA] contenue 
dans L4. 


[UA] d’antitoxine qui 


Pour plus de clarté, nous donnons ici deux représentations 
graphiques de ce que signifie la nomenclature ci-dessus et qui 
aideront aussi 4 comprendre les développements mathéma- 
tiques suivants : 


IIt. — Formules pour trouver la quantité 
des constituants de L+. 


Commengons par le cas le plus général, c’est-a-direile cas ot 
se trouvent dans L+ tous les constituants effectifs, toxine, 
protoxoide et syntoxoide. 

Sur les graphiques précédents, il est aisé de voir que la quan- 
tilé S de syntoxoide contenue dans L+ est 


$=} (10 —P—(QL—4) (1+ gz) { (0a), 
et que le résidu de la toxicité QL! est 


on} oui - SLES cit eel [QA]. 


De ces deux équations, on peut déduire les valeurs de P et 
de S, exprimées en termes de QL et QL, & savoir: 


POUVOIR ANTITOXIQUE DU SERUM ANTIDIPHTERIQUE 433 


pal 100.QL’ — OL? + 20L — 101 


wey [QA] 
et 
L(QL — OL! 
=} aia t (QA). 
En ajoutant QL et Pa la premiére équation, on a aussi la 
quantité totale d’affinité A: 


401--P — OL 


A= AO Poorer [OA]. 


Nous allons considérer la valeur de QL! dans chaque cas par- 
ticulier : 

1° Cas ot L + se compose uniquement de la toxine : 

On a simplement 


OL'a) = QL = A = 101[QA). 
2° Cas ot L + se compose de la toxine et de protoxoide : 
Comme dans ce cas 101 — P — QL=0, on aura 


OL) = OL[QA]. 


3° Cas ot L4+ se compose de toxine et de syntoxoide : 


Sti OL Con 4} 
OL =} oL[1— 36 | [OA]. 


4° Cas ot L+ se compose de toxine, de protoxoide et de syn- 
toxoide : 


OL'e +8) =) out — esp | [QA] 


ou 
(401 —OL) (OL—1) P(OL—1) 
= ot[1— (100 — P)OL (100 — POL [QA]. 


La comparaison de trois valeurs de QL! de Qi et de 
QL’ (, + s) nous apprend que si l'on a plusieurs échantillons de 
toxine dont la quantilé QL renfermée dans L + estla méme, mais 
dont les quantilés de protoxoide et de syntoxoide P et S, ne sont 
pas égales pour l’un et l'autre, et qu’on ajoute & chacun des 
échantillons considérés la méme quantilé de : 


401 — OL 
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d’antitoxine, parmi ces échantillons, ceux qui ne contiennent 
pas de syntoxoide dans Ly possédent la valeur maxima du 
résidu de toxicité QL’, et ceux qui ne contiennent pas de pro- 
toxoide la valeur minima de QL’, tandis que ceux qui con- 
tiennent ces deux toxoides prennent une valeur intermé- 
diaire. 


IV. — Relation entre le nombre de division de L+, 
le coefficient de dilution du sérum 
et son pouvoir antitoxique. 


Nous passons maintenant & la détermination du pouvoir 
antitoxique du sérum antidiphtérique en faible quantité par 
Vaddition également d’une petite quantité du poison. Soit ces 
petites quantités un z-iéme de L + et un y-iéme de [UA] respec- 
livement que l’on peut employer dans les expériences, soit 
a l’état naturel, soit & l'état de dilution dans l’eau salée physio- 
logique, et nous nommerons cet x nombre de divison de L+ et 
cet y coefficient de dilution du sérum & examiner. 

Prépare-t-on un mélange de L+ divisé en x, avec le sérum 
antitoxique y-fois dilué de telle sorte qu'il y reste encore 1 DLM 
de toxicité. La quantité totale de la toxine et des deux toxoides 
qui est neutralisée par ce sérum, sera : 


OL+P+5 401 — P—OL” 
p=} x [: Ola ]§ toa; 


puisque le deuxiéme terme entre crochets représente la partie 
hors de la sphére de la combinaison, dont les seuls constituants, 
toxine et syntoxoide, gardent ici méme la proportion de leurs 
quantités totales dans L +. 

La quantité 8 indique que le pouvoir antitoxique du sérum 
y-fois dilué est de: 


4 
} aon 8 § (UA, 


par conséquent, si le sérum n’était pas dilué, il posséderait un 
pouvoir égal a : 


Yoo t (UAl. 
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Pour ce pouvoir antitoxique du sérum E, en remplacant S dans 
l’équation de 8 par sa valeur obtenue dans le chapitre précé- 
dent, on a l’expression suivante : 


= f ——___ Nua). 


Enumérons la valeur de E dans chaque cas particulier : 
1° Si L+ ne contient que de la toxine, & cause de QL==101 
110 


Zz 
EG) — SAN oe [UA]. 


2° Si le syntoxoide n’existe pas dans L4, par l’équation 
P—101—QL: 


Dessay 
Ew) say j [UA]. 


3° Si le protoxoide n’existe pas dans L +. 


OL 
a ; 
aga ase a [UA] 


4° Quand L+ contient aussi bien la toxine que les deux 


toxoides, 


E@ + s) = Olas [UA]. 
En mettant en paralléle ces quatre valeurs de E, on peut 


tirer les conclusions suivantes : 
1° Pour le cas de L + non divisé, c’est-a-dire que x =1, ona 


nécessairement : 


fms Bae ee A 


On voit ainsi, comme Ehrlich l’a nettement exprimé, que, si 
l'on ajoute A L 4 non divisé une y-'""’ partie d’unité de séram 
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et qu’on trouve que 1 DLM subsiste dans le mélange, le pou- 
voir antitoxique du sérum considéré est toujours y[UA], 
quelle que soit la proportion des constiluants de L+. 

2° Pour le cas d’un mélange de sérum non dilué avec le L + 
divisé en x : 

Comme il faut toujours QL<101[QA], excepté le cas out il 
ne se trouve que de la toxine dans L4, il est clair que : 


| Ew) = Eq) > Ee + s) > Evs) | 


C'est dire que, quand on constate la mort d’un animal en 
expérience par le mélange de sérum non dilué et de L + divisé 
en x, le pouvoir antitoxique du sérum qui est mélangé avec 
L + se composant ou de toxine seule ou de toxine et de pro- 
toxoide, est de valeur maxima, et celui du sérum mélangé 
avec L+ se composant de toxine et de syntoxoide est de 
valeur minima, tandis que celui du sérum mélangé & L + 
composant de tous les constituants effectifs prend une valeur 
intermédiaire. 


V. — Résultats des expériences effectuées 
sur les cobayes. 


Dans nos expériences, nous nous sommes servi de quatre 
échantillons de toxine diphtérique, numérotés I, II, Ill et 0, 
que M. le Dt Meguro avait bien voulu nous confier. Comme 
sérum, nous avons utilisé le sérum antitoxique normalisé. 

Pour décrire clairement les procédés d’expérimentation, nous 
exposerons successivement pour l’échantillon I, la détermina- 
tion de DLM, de L4+, des constituants de L+ et du pouvoir 
anlitoxique du sérum en faible quantité. Avant d’entrer en 
matiére, je fais ici quelques remarques sur les précautions a 
prendre dans les expériences. 

D’abord, dans la détermination de L + par la méthode de 
Papproximation successive, il faut graduer les quantités du 
poison prises 4 l’épreuve & des intervalles de moins de 1/100 
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de Ly & supposer, 1 DLM ne pouvant étre plus grande que 1/100 
de partie de L4. 

Ensuite, pour les expériences en L+ divisé, on concoit aisé- 
ment que le rapport QL/x doit étre passablement grand, 
sinon l’erreur expérimentale deviendra sensible. Aussi avons- 
nous tenu 4 éviter les inconvénients en réalisant la condition 


de QL/x>3. 


1° EXp&RIENCES SUR L’KCHANTILLON I. 


4° Détermination pe tA DLM. — Pour effectuer nos expé- 
riences, nous avons opéré de Ja facon suivante : prenant 
d’abord 1 cent. cube de cet échantillon, on y a ajouté 9 cent. 
cubes d’eau salée physiologique, puis, on a ajouté encore, & 
1 cent. cube, de ce mélange, 24 cent. cubes d’eau salée pour 


5 , 1 : 
avoir un mélange de concentralion de 350’ c’est-a-dire un 


mélange dont 1 cent. cube conlient — d’échantillon I. Par des 
procédés analogues, on a préparé 5 solutions toxiques de 


(ty ime heed! 1 
350 300’ 350" 700 et 780. Ensuite, 
15 cobayes du poids de 250 grammes ont recu, dans la région 
abdominale, une injection sous-cutanée de 1 cent. cube d'une 


de ces solutions. Puis la mort des animaux a élé observée. 


concentrations égales a 


TABLEAU I. 


Cobayes She AO; MAS ADI AS, 14, 15 


Volume de liquide toxique 
utilisé, en centimétre cube. 


La mort 1ejOUR ea: 

est constatée aprés } 2 jours . 
un laps de temps 3 jours . 
de 4 jours . 


N. B. — Dans tous les tableaux mentionnés dans celte com- 
munication, le signe + indique la mort et le signe, — la survie 
des cobayes. 

On a ainsi constaté que le volume de 1DLM est compris 
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entre ai de centimétre cube et = de centimétre cube de 


l’échantillon I. Pour ohtei une valeur précise, on a effectué 
encore des expériences en faisant varier plus minutieusement 
la quantité de liquide toxique et on a obtenu les résulta's 


suivants : 
Tasueau II. 


Cobayes 16 li, 48 195 12.0. 124 


Volume de liquide toxique utilisé, 
en centimétre cube. 


La mort TSVOUI ees 

est constatée aprés ) 2 jours... . 
un laps de temps ) 3 jours... . 
de LVOURSe tae 


On peut donc maintenant conclure que 1DLM de poison 
diphtérique est contenue, a peu de chose prés, dans arg te 
centimétre cube de |’échantillon et que les 4/5 de son volume, 


764 we: 
c’est-a-dire 00 de centimétre cube de ce liquide, ne tuent pas 


la cobaye en quatre jours. 


2° Dérermination pe L+. — Pour déterminer le volume 
d’échantillon | correspondant & L+, nous avons effectué deux 


séries d’expériences. 
Tasieau III. 


10, 14, 12|13, 14, 15] 16, 16, 18 


Volume de Il’échan- 
tillon utilisé, en 
centimétre cube. 


Sérum antitoxique 


[UA] 


Pj OUR ee 
2 jours , 
3 jours . 
4 jours . 


La mort 
survient 
en 
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D’abord, ona mélangé 4 cent. 
cubes de |’échantillon I avec 
36 cent. cubes d’eau salée phy- 
siologique pour obtenir une 
solution toxique a la dilution 10. 
On a pris ensuite 1 c. c. 5, 
WienGab A eG 1d C28, 1c. 6.9 
et 2cent. cubes de cette solution, 
et on a ajouté, & chacun de ces 
volumes, du sérum antitoxique 
de 4 [UA]. On a ainsi obtenu 
cing sortes de mélange de liquide 
toxique et de sérum antitoxique. 
Ensuite, on a chauffé ces cing 
sortes de mélange a 37° C. pen- 
dant quarante-cing minutes. On 
a alors injecté chaque mélange 
sous la peau des cobayes a exa- 
miner. 

Voici les résultats : 

On a ainsi constaté que le 
volume correspondant 4 L+ de 
Véchantillon I est compris entre 
Were: treet 0 ec. 48. 

Afin de trouver une valeur 
plus précise, on aeffectué encore 
une autre série d’expériences. 
Le procédé utilisé est tout & fait 
analogue a celui qui vient d’étre 
décrit, sauf en ce qui concerne 
Vobtention de la solution toxique 
a la concentration désirée. Cette 
fois-ci, pour avoir une solution 
qui contient, par exemple, Uc. c. 
171 del’ échantillon I, onaajouté 
0c.c. 1 dela solution a1 p. 100 
a1 ¢. ce. 7 de celle'a 1 pu 10- 
(Tableau IV.) 

On peut conclure maintenant 


Tasieau IV. 


19, 20, 21 


LG ele Ls 


13, 14, 13 


fos] 
= 
ee 
=“ 
Oo 
“ 


9 


Ty Ss 


Volume de Il’échantillon utilisé, 


en centimétre cube. 


Sérum antitoxique [UA]. 


fa 


Mort en } 


1 jour see Ae 
2 JOURS iat cess hcl 


3) JOURS ecw. Gee ae 
4 JOURBE "Sots 2 fe 
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que le volume qu’occupe L+ de I’échantillon I est égal a 
0. ¢.¢.417T. ; 


3° DSTERMINATION DES consTITUANTS de L +. — Comme nous 
avons trouvé que, pour l’échantillon I, le volume qui est 
occupé par L4 est de 0 c. c. 177 et celui qui correspond a 
1DLM est de - de centimétre cube, on peut calculer le coeffi- 
cient d’action léthifére QL, & savoir : 


_ 0,477 
; ee 


OL = 60,18 [OA]. 


340 
Mettons, dans la suite, pour abréger : 


OL = 60 [OA]. 


Par définition, QL’ est le résidu de poison diphtérique qu’on 

obtient apres avoir mélangé L4 avec 1afOb ou Pasle [UA] 
100 100 Fe 

d’antitoxine. Afin de trouver QL’ expérimentalement, on a 
fait une solution de = UA d’antitoxine en mélangeant 4 cent. 
cubes de sérum antitoxique dilué & 1 p. 10 et 1 cent. cube de 
celui dilué a4 p. 100. On a mélangé ensuite cette solution 
antitoxique avec 0c.c. 177 de |’échantillon I et on a encore 
dilué avec de l’eau salée physiologique jusqu’a obtenir un 
volume de 10 cent. cubes. On nommera ce mélange, pour 
abréger, mélange spécial pour trouver QL'. On a alors chauffé 
cette solution dans un thermostat & 37° C. pendant quarante- 
cing minutes. Pour avoir une série de solutions de toxicité diffé- 
rente, on a dilué encore la solution ainsi préparée avec de l’eau 
salée physiologique de la maniére indiquée sur le tableau V. 
Comme ona les valeurs ()L!(p) = 60 et QL.) = 38,8, il suffira 
de se préoccuper des cas ot le nombre de divisions du mélange 
spécial se place entre 60 et 35,8. L’observation de la mort des 
animaux nous donne les résultats suivants : 

Par ces résultats on peut conclure que : 

QL! = 60 [QA]. 

et conséquemment : 
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TABLEAU V. 
Cobayes 


Nombre de divisions du 
mélange spécial pour 
trouver QL’. 


Eau salée (1) ajoutée, 
en centimétres cubes. 


1 jour 
2 jours. ‘ 

Mort en SOWIE, « seg} ak ae 
4 jours... .| ++ | ++ 


_ (1) est la quantité d'eau ajoutée au mélange spécialement préparé, tel qu’on l’a 
indiqué plus haut, pour obtenir une partie désirée de ce mélange spécial pour trouver QL!. 
1 cent. cube de cette solution était injecté 4 chaque animal. 


Ainsi, ona trouvé que L4 est composé de la facon indiquée 
dans le tableau suivant : 


TasLteau VI. — Composition de L+ de l’échantillon I. 


/ : 4 
Volume équivalent de L+ : 0 c.c. 177; 1 DLM vaut =~ de centimétre cube. 


340 
CONSTITUANTS [OA] 
THOS ATE we) ig. aio eee Ss Ge ak Sonate) eae oe wee, Sle ea rereiee 60 
Ee OCOXOTG Gai gs aeowes wie serie cise oe cece aren cs on 3) steno ces 4l 
SyMtOXOld emcees teh rece lena Meieeesre) he ual 8. 8) ewe ore 0 
Totally. wie ce eee eke oats dae 104 


4° D&TERMINATION DU POUVOIR ANTITOXIQUE DU SERUM EN FAIBLE 
ouantiTté. — Comme nous avons constaté que le volume L+ de 
l’échantillon I contient 60 [QA] de toxine, il faut ta relation x 
< 20, selon la condition convenue : 


OL 
— >3. 
co = 


Si, en divisant L+ en 20, 15 ou 10, on ajoute & cet L + spé- 
cialement divisé une certaine quantité de sérum antitoxique 
pour ne laisser qu'une toxicité correspondante 4 1 DLM, Ja 
quantité de sérum 4 ajouter sera, grace & la formule 


101 — a 


E@ = “Toa 2 [UA] ou jie 


ce que montre le tableau suivant: 
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QUANTITE DE L+ SERUM A AJOUTER 
ee . 
20 aa [UA] 
L+ = 
ie ieee 
L+ 
10 7 0 [UA] 


Afin de trouver expérimentalement ces valeurs de la quan- 
tité de sérum & ajouter, on a effectué trois séries d’expériences 
et trouvé les résultats mentionnés dans les tableaux VII, VIII 
et [X. 


Comme technique, pour avoir par exemple ==, on a préparé 


15 
une solution composée de 1 cent. cube de liquide toxique 
non dilué et de 149 cent. cubes d’eau salée physiologique et 
une autre composée de 1 cent. cube de la solution ainsi obtenue 
et de 9 cent. cubes d’eau salée. En mélangeant 1 c. c. 7 de la 
premiére solution avec 0 c.c. 7 de la seconde, on a formé une 


ae 
solution toxique qui correspond &— +- Quant au sérum anti- 


toxique, pour avoir par exemple 777 L 7 UAL on a pris 4 cent. 


cube de la solution composée de ae cube de sérum et de 
16 c.c. 4 d’eau physiologique. 


TaBLEAv VII. 


Cobayes fe Bloke Bi 10, 14, 42] 13, 44, 45 


Nombre de divisions de L+. 


[UA] de sérum ajouté. 


4 jour. 
2 jours . 
: jours . 
ADV OULS Irae 


La mort 
est constatée 
en 
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TasLeAv VIII. 


Cobayes 7, 8, 9 |10, 41, 12) 13, 44, 15 


Nombre de divisions de L4. 


[UA] de sérum ajouté. 


ARVOUR A oe 
AOULSA. 2 
Se) OUDS aime t. 


La mort 
est constatée 
en 


TasLeau IX. 


Gobavecvec act a6 oe ane ) 10,44, 42) 43, 14, 45 


Nombre de divisions de L+. 


La mort 
est constatée 
en 


Nous avons ainsi constaté que les valeurs expérimentales 
de E®) coincident bien avec celles qu’on a déduites de la for- 


mule 
101 — 2 


100 a [UA]. 


Ege) = 


2° ExpGrigNcE AVEC Les KcuantiLyons II, Ill, er 0. 


En nous servant des échantillons I, HI et 0 du liquide 
toxique, nous avons effectué des expériences tout a fait 
analogues a celles que nous avions réalisées avec I|’échan- 


tillon I. 
Nous avons, d’abord, obtenu les résultats suivants : 
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Echantillons 


Volume de 1 DLM, 
en centimétre cube. 


Volume de L4, en centimétre cube. 


OL (OA). 


Antitoxine 4 ajouter 
pour trouver OL’ (UA). 


OL") calculé. 


OL"s) calculé. 


Les résultats des expériences destinées 4 trouver les valeurs 
expérimentales sont donnés dans les tableaux suivants : 


Tasteau X,. — Echantillon II. 
Cobayes Oona ore 


Nombre de divisions du mé- 
lange spécial pour trouver 
1 . 


QL 


ALOU 

2 jours . 

3 jours. . 
A JOUTS ss 


La mort 
est constatée 
en 


COMAYEST 0 wns eee eee 


Nombre de divisions du me- 
lange spécial pour trouver 
O t 


Jb. 


UP OUR Se once 
2HOULSHeas | 
3 JOUTS sos. 
4 jours . 


La mort 
est constatée 
en 
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TasLteau X;. — Echantillon 0. 


CODSVESi ts eee) ae) ee TeaSen Se TLOnAd eA Aton dees 


Nombre de divisions du mé- 
lange spécial pour trouver 


QOL! (A). 


4 jour. 
2 jours . 
3 jours 
4 jours 


La mort 
est constatée 
en 


Dans cette série dexpériences, nous avons, 4 défaut du sérum normalisé, pris un sérum 
du commerce et présumé que son pouvoir antitoxique était de 510 | UA] par centimétre cube. 
Mais par étalonnage, on a trouvé aprés coup qu'il était de 600 [UA). La quantité de sérum 


+, , 009 p 
que nous avons employée contenait donc en réalilé —— [UA] au lieu de a (UA]. Posons 


100 
ees ; ; See. a : 55,3 47 ! 
la supposition vraisemblable que l’excédent de l’antitoxine en quantité de 700 ~ 100 | 


a. OHS A ae F ‘ 
(UA], soit 700 [UA], dat étre entré en combinaison avec une quantité équivalente de 
toxine et qu'il ne soit resté que (54 — 8,3) [QA] de toxine 4 |’état libre. Aussi faut-il une 


correction en multipliant par les nombres de divisions de mélange spécial pour 


5 
54 — 8.3 5 
trouver QL! pour avoir la vraie valeur de ceux-ci. I] s’ensuit qu’on aura dans notre 
cas au lieu de 45 une valevr numérique de 53,2. Celle-ci coincide assez bien avec la 
valour de QL trouvée effectivement dans l’expérience précédente qui est de 54. 


On peut maintenant conclure que L+ de ces trois échantil- 
lons posséde la composition indiquée dans le tableau suivant: 


TABLEAU XI. 


Echantillons. . 


Constituants en O A: 


Toxine 
Protoxoide 
Syntoxoide . 


Total . 


Notons ici que nous n’avons pu pousser plus loin nos expé- 
riences avec l'’échantillon 0, le sérum antitoxique ayant été 
épuisé sur ces entrefaites. 

Nous avons déja indiqué que, si l’on divise Ly en certain x, 
la quantilé de sérum non dilué qu'il faut ajouter pour avoir la 
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toxicité de 1 DLM sera calculée théoriquement par la formule 
de Kis): ‘ 
Dans les cas que nous avons étudiés, on trouvera : 


EcHANTILLON II. 


Quantité de L+ Sérum a ajouter 
[bee 4 : 
22 jpg ce) 
Te 1 UA) 
45 19,4 woe 
Neate 4 : 
10 Tee cAl 

EcHANTILLon III. 

Quantité de L+ Sérum a ajouter 
L+ A 
47 95,5 LUA 
lip ae 4 : 
10 79,4 [UA] 


Pour retrouver expérimentalement ces valeurs calculées, 
nous avons effectué deux séries d’expériences qui ont donné 
les résultats suivants : 


TasLeau XII. — Echantillon II (L+ : 22). 
Cobayes 2% - 2 10, 44, 42] 13, 14, 45 


1 


Sérum ajouté [UA]. = 


1 JOU. 1. 
2 jours 

jours. ~ 
yours .*. 


La mort 
est constatée 3 
en 4 


Cobayes My 8, 9 LOMA 2) 43. 14 rs 


Sérum ajouté [UA]. at = a 
y S 


4 jour 

2 jours. . 
SehOUT Sams 
4 jours. . 


La mort 
est constatée 
en 
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Tasteau XIV. — Echantillon II (Li : 40). 


7, 8, 9 |40, 11, 12 


Sérum ajouté [UA] 


EE 
B 


Our a. 
2jours.. 
3 jours . 

4 jours... 


La mort 
est constatée 
en 


Cobayes 


Sérum ajoulté [UA]. 


4 jour 

2 jours . 
Se] OUNS ames 
4 jours. . 


La mort 
est constatée 
en 


Cobayes ... ; Seed cseelt 


4 4 
Sérum ajouté [UA]. i = Te 


Te OUn 
2 jours". = 
Se }OURSO. ns 
4 jours . 


La mort 
est constatée 
en 


Nous avons ainsi constaté que les valeurs expérimentales de 
Kis) coincident avec celles qu’on a déduites de la formule 


4 quelques pour cent-d’erreurs pres. 
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En résumé : 

1° Nous sommes parti da V’hypothése sur les constituants 
de Ly d’un échantillon de toxine diphtérique, que ceux qui 
entrent en combinaison avec l’antitoxine sont: 1° la tozine, 
2° le protoxoide qui se combine avec !’antitoxine, avec la priorité 
de temps a l’égard des autres constiluants et 3° le syntoxoide qui 
posséde la méme capacité de se combiner avec |’antitoxine que 
la toxine, les autres toxoides, la toxone ou les toxonoides ne pou- 
vant entrer en réaction avec |’antitoxine sil’un au moins des pre- 
miers composants se trouve al’état libre dans le liquide considéré. 

2° Le volume de toxine, de protoxoide ou de syntoxoide qui. 
peut étre complétement neutralisé par a [UA] d’antitoxine, 
sera défini comme guantité unitaire daffinité envers lanti- 
toxine et désigné par [QA]. 

Si Von divise le volume Ly du liquide toxique par celui 
correspondant & 1 DLM, on trouve le quotient QL qui indique 
la somme totale de DLM contenue dans L+. Ce QL sera nommé 
coef ficient d'action léthifére de L+. 

Le résidu de toxicité qu’on obtient en ajoutant & L4+ du 


poison l’antitoxine en quantité de ae [UA], sera 


100 
introduit dans notre considération sous le signe QL’. 
On peut ainsi exprimer la quantité de protoxoide P et celle 
de syntoxoide S en fonction de QL et de QL’ : 
1000L’ — OL* + 20L — 101 
P=} eT b- MOLL—AT = ises JOA] 
et 


; QL(OL — QL’) 
s=| = “oraa— {1041 


3° Si l'on mélange une x-'*”* partie de L+ de poison diphté- 
rique etun y-'""* de centimétre cube de sérum antitoxique et 
qu’on trouve dans le mélange une toxicilé léthitére restant 
égale 4 1 DLM, le pouvoir antitoxique de ce sérum par centi- 
métre cube doit avoir la valeur de 


Sonn, e 


| ™ (0, 
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ou la valeur de P est indiquée par la formule ci-dessus. 

4° Les expériences effectuées sur 4 échantillons de liquide 
toxique pour trouver les proportions des constituants effec- 
tifs du poison par les deux quantités QL et QL’ et pour cher- 
cher le pouvoir antitoxique d’un sérum en prenant Li divisé 
et le sérum dilué, ont prouvé, par l'accord assez suffisant de 
leurs résultats les uns avec les autres, l'admissibilité de nos 
déductions @ priorz. 

5° Cette constatation permet de titrer le pouvoir anti- 
toxique d’un sérum a examiner en faible quantité, par le frac- 
tionnement de L+ d'un échantillon de poison diphtérique dont 
QL et QL’ ont été préalablement déterminés; le critérium 
expérimental étant, conformément a la méthode fondamentale 
d’Ehrlich, 1DLM du mélange fait de ce poison et du sérum 
en question. Si x et y sont les nombres de L+ et de 1 cent. cube 
pour les quantités y utilisées de poison et du sérum respective- 
ment, on peut, d’aprés les formules données dans 3°, calculer 
le pouvoir anlitoxique par centimétre cube de Vagent anti- 
toxique. Comme précaulion, pour éviter des erreurs expéri- 
mentales, il faut que le nombre de divisions du poison ne 
dépasse pas une certaine limite telle que celle posée par nous 
de QL/3. Cetle restriction empéche, bien entendu, de réduire 
le volume de l'antitoxine & l’épreuve jusqu’a des quantités 
aussi petites que celles qu’on peut utiliser dans la méthode 
de Romer, mais ce défaut semble bien compensé par l’exacti- 
tude des résultats obtenus. 


Les présentes recherches ont été effectuées sous les auspices 
de M. le D' Meguro, directeur du Laboratoire de Sérothérapie 
d’Osaka, qui n’a cessé de s’intéresser & mon travail. Je lui 
dois donc tous mes remerciements. En ce qui concerne les 
expériences effectuées sur les cobayes, M. H. Kai m’a beaucoup 
aidé et je lui en garde une grande reconnaissance. Enfin, je ne 
veux pas terminer le présent mémoire sans adresser mes sin- 
ceres remerciements & M. le professeur T. Okaya, de |’Univer- 


silé impériale d’Osaka, qui a bien voulu me donner tant de 
précieux conseils. 
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APPENDICE 


Tableau des corrélations entre QL, QL’, P et S. 


50,0 59,0 51,0 0,0 
45,0 AB 4 8,7 
40,0 38,4 12,8 
35,0 29,4 22,1 
30,0 a2 34,5 
25,0) 0,0 52,0 
40,0 40,0 61,0 0,0 
35,0 53.8 5,9 
30,0 47,6 13,3 
25,0 26,6 25,0 
20,0 49,9 42,4 
16,2 0,0 62,6 
30,0 30,0 71,0 0.0 
25,0 65 ,0 6.3 
20,0 55,7 15,8 
15,0 39,9 32,1 
40,0 6,6 66,7 
9,4 0,0 73,4 


a 


LES PROCESSUS DYSTROPHIQUES 
AU COURS DE L'INTRODUCTION 
DE DIFFERENTS IRRITANTS 
DANS LES BRANCHES PERIPHERIQUES 
DU NERF TRIJUMEAU, 


par P. N. KARTACHOW (Saratov). 


Actuellement, il serait superflu de démontrer le réle du 
systtme nerveux dans le développement des troubles tro- 
phiques ou, pour mieux dire, dans la production des processus 
pathologiques en général. Cette question a déji été examinée 
par Magendie, Charcot, Samuel, etc. Les recherches des 
auteurs plus récents : Spiess, Leriche, Briining, Molotkoff, 
Chamoff, Orbeli, Rasienkoff, J. P. Pavlov, témoignent qu’il 
existe des processus pathologiques, surgissant & la périphérie 
et ayant pour point de départ une lésion primitive du sys- 
téme nerveux. Cependant, linterprétation la plus compléte du 
probléme relatif au réle du systeme nerveux dans la patho- 
logie a 6té donnée par A. D. Spéransky. 

Nous avons porté notre attention, de préférence, sur la 
question de linfluence des irritants sur lorganisme de 
Vanimal lors de leur action sur les branches périphériques du 
nerf trijumeau et surtout sur les rameaux terminaux, péné- 
trant par l’orifice au sommet de la racine dentaire. Au surplus, 
les recherches expérimentales dans ce sens nous paraissaient 
mériter un intérét particulier en raison de ce qu’elles fournis- 
saient, dans une certaine mesure, la possibilité de vérifier les 
conclusions de différents auteurs (surtout américains), et de 
se persuader de leur justesse quant au rdle de la cavité buc- 
cale dans la pathologie. La majorité des auteurs partait exclu- 
sivement de lidée de toxines on de micro-organismes péné- 
trant dans le systéme circulatoire et s’attaquant a tel ou tel 
organe ou tel ou tel tissu (en présence d’un foyer d’infection 
dans la cavité buccale). Notre point de départ est tout différent. 
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Les données que nous exposons ont été obtenues au cours 
de recherches expérimentales qui ont duré presque cing ans 
(1929-1933); elles apportent un complément et un appui aux 
conclusions du laboratoire de A. D. Spéransky. 

Toute une série de questions surgissant au cours de notre 
travail ont été résolues par nous en accord avec la Section de 
physiologie pathologique de l'Institut de médecine expéri- 
mentale de l’U. R.S.S. 

Il va de soi que notre altention s’est portée de préférence sur 
la question du développement du processus aprés la pénétra- 
tion de irritant de Ja périphérie et, notamment, del’ obéissance 
de la vulnérabilité de telles ou telles zones de l’organisme a 
des lois. Des faits expérimentaux nouveaux conduisaient a 
chercher une autre explication. 

Kn nous fondant sur nos travaux antérieurs et sur les 
recherches du laboratoire précité, nous étions 4 méme d'établir 
que : 

1° Lors d’une irritation chimique des troncs nerveux, il se 
développe parfois dans l’organisme de |’animal différents 
troubles de caractére général ; 

2° Le processus succédant a l’application de lirritant n'est 
pas le résultat de l'action de cet irritant sur les tissus, mais la 
conséquence des modifications fonctionnelles des zones ner- 
veuses respectives ; 

3° Les troubles observés se développent plus aisément chez 
les jeunes animaux. 

Ayant fait dans la suite plus d'une centaine d’expériences 
sur différents animaux (lapins, chiens, chats), nous sommes 
arrivés & établir que lors de l’action d’un irritant quelconque 
sur les branches périphériques du nerf trijumeau, il se déve- 
loppe fréquemment dans l’organisme un processus dystro- 
phique en général de méme ordre. 

Ce fait a 6l6 relevé non seulement a l’égard des irritants 
chimiques, mais aussi & |’égard des toxines. Certes, il se pro- 
duisait dans certains cas, suivant la dose, des modifications, 
dans une certaine mesure, spéciales a lirritant en question, 
cependant, en définitive, l’animal succombait souvent, non 
sous l’influence d’une intoxication quelconque, mais & l’occa- 
sion d'une forme diffuse de dystrophies. 
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Ayant par exemple déposé de la toxine diphtérique dans 
l'épaisseur d’une des branches du nerf trijumeau, nous pou- 
vons observer peu apres, davs la région alleinte, le dévelop- 
pement d’une eschare diphtéritique avec une surface ulcéreuse 
sous-jacente. Celle-ci subsiste un cerlain temps; puis, tous les 
symptomes locaux disparaissent, Au bout de quelque temps 
surviennent différents phénoménes dystrophiques (alopécie, 
ulcérations, etc.) dans des zones fréquemment plus ou moins 
éloignées du point d’application de Virritant; ensuite, on observe 
parfois un dépérissement progressif, aboutissant 4 la mort de 
Vanimal. 

Le processus n’évolue pas invariablement comme ci-dessus. 
Quelquefois, tous les symptomes s'accentuent plus ou moins 
rapidement avec Jes phénoménes moteurs de Iirritation, ce 
qui ressorl, par exemple, de l’expérience suivante. 

Chez 2 lapins agés d’environ trois mois, on met a nu le nerf sous-orbi- 
taire gauche. On introduit chez l'un d’eux, dans l’épaisseur du nerf, I goutte 
dhuile de croton. Le lapin témoin nest soumis qu’a la dissection du nerf, 
Dans les deux cas, Ja plaie reste ouverte. Vingt-quatre heures apres, on ne 
constate chez les 2 lapins qu’un ulcére insignifiant sur la lévre du cété opéré. 

Le quatriéme jour, le lapin d’expérience tombe malade. Il mange mal. Se 
remue peu. On observe des contractions rythmiques de la téte, rejelée en 
arriére. 

Le cinquiéme jour, le lapin parait épuisé. [l se déplace avec peine. Maintes 
fois, il tombe sur le flanc gauche, couché de tout son long, il accomplit 


alternativement des mouvements fréquents avec les paltes. Mémes contrac- 
tions de la téte. 


Le sepliéme jour, l’animal succombe. 


Dans cette expérience, le traumatisme chimique de la 
branche périphérique du trone du nerf trijumeau avait 
entrainé le systeme nerveux central dans la perturbation et 
déterminé le développement de troubles moteurs, le dépéris- 
sement et la mort de J'animal. 

Dans la suite, nous avons étudié l’action de divers irritants 
chimiques sur les branches terminales du trijumeau, les ter- 
minaisons nerveuses pénélrant par lorifice du sommet de la 
racine dans ia pulpe dentaire. L’introduction de irritant était 
{réquemment associée a |’évacuation du liquide céphalo-rachi- 
dien par ponction sous-occipitale (l'effet de ces évacuations a 
-été examiné par nous dans un travail précédent). 

Je cite le protocole d'une expérience : 
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Deux jeunes chiens 4gés de deux mois et demi environ sont soumis sous 
narcose a la trépanation de deux molaires supérieures du cété gauche jusqu’a 
la mise a découvert de Ja pulpe. On introduit chez Yun d’eux (A), dans la 
cavité des dents trépanées, un morceau d’ouale imprégné d’huile de croton. 

Le chien témoin (B) recoit, dans les dents correspondantes, de l’ouale 
humectée avec la solution physiologique. La cavilé dentaire est close a 
laide de ciment. 

Au bout de deux jours, on introduit, dans la cavilé dentaire du chien A, 
un nouveau morceau d’ouate avec de lhuile de croton et au témoin de 
louate mouillée avec de la solution physiologique dans deux autres dents 
nouvellement ouvertes. Les 2 chiens sont soumis a l’évacualion du liquide 
céphalo-rachidien (2 cent. cubes par animal). 

Quatre jours aprés, le chien A mange mal. En marchant, il ménage le 
membre postérieur gauche. Diarrhée. Les maliéres fécales sont liquides, 
colorées par du sang. L’animal réagit faiblement a l’appel. Il essaie de se 
cacher 4 la voix de homme. Souvent il trébuche, en fléchissant, sur les 
exlrémités du coté gauche. La téte est un peu tournée a gauche (torticolis). 
De temps en temps, l’animal tombe sur le flanc gauche; couché 4 terre, il 
exécute des mouvements alternatifs avec les extrémités. Cet état subsista 
pendant environ un mois aprés le début de l’expérience. Ensuite, l’animal 
succomba aux suites d’un épuisement progressif. 

A lautopsie, on trouva des altérations de l'appareil digestif : hypérémie de 
la muqueuse de larégion pylorique de l’estomac, hypérémie et épanchements 
sanguins dans le duodénum, le gros inlestin et le rectum. 

Le chien témoin est resté bien portant. 


A titre de contréle on administra & des chiens per os de 
Vhuile de croton, environ & la méme dose. Aucun symptéme 
analogue ne fut observé. Maintes fois le chien ne réagit 
d’aucune maniére & l'introduction per os d’une pareille dose 
d’huile de croton. 

En dehors de l‘huile de croton, nous avons utilisé l’acide 
arsénique et le formol en solution de 245 p. 100. Au cours de 
ces expériences, nous avons constaté l’action plus ou moins 
néfaste du formol sur lorganisme des jeunes animaux, cet 
agent ayant été introduil de la maniére ci-dessus exposée avec 
évacuation du liquide céphalo-rachidien. 

Cing & dix jours aprés avoir déposé le formol dans la pulpe 
dentaire, nous observions Ja mort des animaux par épuisement 
rapidement progressif accompagné de troubles de la motilité, 
simples et complexes. 


Deux jeunes chiens n® 42 et 43, A4gés de deux mois et demi, sont soumis a 
la trépanation de deux molaires supérieures du coté droit. Au moment de 
Vouverture de la pulpe, on observe une hémorragie de peu d'importance. 
Celle-ci étant arrétée, on introduit dansla pulpe dentaire un morceau d’oualte 
humecté de formol a 5 p. 100. La cavité dentaire est close a l'aide de ciment 
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Evacuation du liquide céphalo-rachidien chez les 2 chiens (environ 2 cent. 
cubes). Au cours des quatre & cing jours suivants, on n’observe aucune 
altération parliculiére, sauf un certam amaigrissement. 

Le sixiéme jour, le jeune chien n° 42 mange mal dés le matin. Apathie 
générale. Vers 3 heures de l’aprés-midi, apparaissent des convulsions clo- 
niques de la téte et des extrémités. Le soir du méme jour, coma et mort. 

L’autre chien n° 43 présente les mémes signes et succombe quatre jours 
aprés la mort du premier. 

L’autopsie met en évidence un tableau a peu prés analogue dansles 2 cas. 

Encéphale. — Pas daltérations macroscopiques. 

Cavité thoracique. Ceur. — Dans la cavité du péricarde une quantité plus 
ou moins importante de liquide. A la coupe, les muscles cardiaques sont un 
peu troubles. 

Poumons. — Epanchements sanguins dans le poumon droit. 

Cavité abdominale. — Dans l’estomac, liquide dense brun foncé. Hyperémie 
de la muqueuse, surtout dans la région pylorique. Du coté de la gaine séreuse 
du duodénum et du troncon supérieur de l’intestin gréle, coloration jaunatre 
(traces d’épanchements sanguins). La muqueuse, dans la région pylorique 
de l’estomac et dans le duodénum, est hyperémiée. Dans le gros intestin, 
méme hyperémie. (a et la, épanchements sanguins. 

Le chien témoin resta indemne. 


En somme, nous avons décelé dans ces expériences, du cété 
de l'appareil gastro-intestinal, les mémes altérations constatées 
lors de l’introduction d’huile de croton par la voie ci-dessus 
mentionnée. 

Un grand nombre d’auteurs ont déja& vérifié l’action de la 
toxine diphtérique sur les animaux, en lintroduisant par 
vole sous-cutanée ou intracérébrale; lors de lintroduction 
sous-cutanée on observe d’abord de l’cedéme, de la tuméfac- 
tion, ensuite parfois de la nécrose du derme, en d'autres cas la 
chute de poils. En introduisant une dose non léthale, on 
observe des paralysies des extrémités d’abord postérieures, 
ensuite antérieures. Ces paralysies, ainsi que le signalent 
Ransom, Dreyer, Madsen et Dean, survenaient généralement 
entre le quinziéme et le trentiéme jour. 

Dans nos essais chez le lapin, lors de l‘introduction de toxine 
dans le nerf sous-orbitaire, les paralysies se manifestaient plus 
ou moins tot. L’expérience suivante montre le résultat de 
Vintroduction de la toxine diphtérique dans la branche péri- 
phérique du nerf trijumeau. 


On introduit, chez un lapin 4gé de sept mois, dans le nerf sous-orbitaire 
mis 4 découvert, du coté gauche, I goutte de toxine diphtérique. Un lapin 
témoin du méme age recoit, dans l’épaisseur du méme nerf, I goutte d’eau 
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distillée. Dans les 2 cas, le nerf étail sectionné. Vingt-quatre heures apres 
on constate chez les 2 lapins une ulcération sur la lévre supérieure du colé 
opéré, 

Au bout de cing jours le lapin d’expérience mange mal. Les membres 
poslérieurs sont paralysés. 

Le jour suivant (le sixitme jour depuis le début de l’expérience) le lapin 
dexpérience succombe aux suites d’un dépérissement. Le lapin témoin reste 
indemne La plaie opératoire est guérie. 


Dans la suite nous avons introduit de la toxine dans la 
cavilé pulpaire d'une dent. Cette voie nous semblait étre 
la plus appropriée, altendu que nous reportions de cette 
maniére Ja toxine dans une cavité presque isolée topographi- 
quement, en agissant sur les branches terminales du nerf 
trijumeau. 

Les résullats obtenus en utilisant la méthode ci-dessus de 
Vintroduction de la toxine et en y associant |’évacuation du 
liquide céphalo-rachidien ont été les suivants. 


Deux jeunes chiens, de 5 kilogrammes chacun, sont soumis ala trépana- 
tion de trois molaires supérieures du cdété gauche. 

On introduit dans cette cavité dentaire a l’un de louate hnmectée avec 
la toxine diphtérique, a l'autre de louate mouillée avec de la solution 
physiologique. La cavité est close avec du ciment. 

On extrait 5 cent. cube de liquide céphalo-rachidien par ponction sous- 
occipitale chez les deux chiens. 

Vingt-quatre heures aprés, le chien d’expérience mange mal. II maigrit a 
vue d’ceil. Diarrhée sanglante. 

Au bout de deux jours, il s’est quelque peu remis. 

Le quatri¢me jour, nouvelle évacuation de la méme quantité de liquide 
céphalo-rachidien chez les deux chiens. Une demi-heure aprés, apparait 
chez le chien d’expérience une attaque de convulsions cloniques aux extré- 
mités et au tronc. Vers le soir les convulsions ont cessé. Le matin du jour 
suivant, done sept jours apres le début de l’expérience, survint la mort de 
Vanimal. Le chien témoin resta indemne. 


L’expérience suivante a donné des résultats quelque peu 
différents. 


On introduit chez un jeune chien agé de cing mois, du poids de 5 kilog. 4/2, 
dans la canine et la premiére molaire gauches de la machoire supérieure, 
trépanées au préalable, de la toxine diphtérique. Un chien témoin du méme 
Age recoit dans les mémes dents de l’ouate mouillée avec de la solution 
physiologique. Ponction sous-occipitale sur les deux chiens (6 cent. cubes 
de liquide par animal). Durant environ un mois, le chien d’expérience ne 
manifesta aucun changement particulier. Au bout d'un mois nous étions en 
présence du tableau suivant. Le chien d’expérience ne mange pas. On 
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observe une respiration rauque, de la dyspnée du lype expiratoire. Puis la 
dyspnée augmente, l’animal dépérit et meurt le deuxiéme jour. : 

Cavilé cranienne. — La dure-mére est hyperémiée, surtout dans la région 
occipitale. La substance cérébrale parait un peu trouble. 

Ceur. — Les muscles sont en état de dégénérescence parenchymateuse. 

Poumons. — Hyperémie par stase. A Ja coupe ¢a et la, foyers de pneu- 
monie catarrhale hypostatique. 

Cavilé abdominale. — Au voisinage de larégion pylorique, hyperémie de la 
muqueuse, mémes lésions dans le duodénum. Ca et id, hyperémie de la 
muqueuse de l’inteslin gréle. 


Foie. — Stase. 
Rale. — Dégénérescence. 
Rein. — Blafard a la coupe. Aux confins de la couche corticale et médul- 


laire, signes de dégénérescence. 


L’examen au microscope confirme les constatations nécrop- 
sigues. 


Ceur. — Striation faiblement accusée de la musculature striée; ¢a et la, 
elle fait absolument défaut. 

Poumons. — Broncho-pneumonie catarrhale 4 évolulion subaigué; péri- 
bronchite, atélectasie, emphyséme vicariant et hyperémie de stase (fig. 4). 

oie. — Altérations dégénératives du protoplasma cellulaire avec forma- 


tion de vacuoles menues, contenant des gouttes graisseuses. Lésions de 
stase. 


Rate. — Altération fibreuse du tissu lympho-adénoide (dans la pulpe) et 
épaississement des trabécules. 

Rein. — Dégénérescence albumineuse de l'épithélium. Hyperémie de 
slase. 


Dans la premiére expérience nous nous étions proposé 
d'accélérer le processus en augmentant les doses de toxine, 
en l'introduisant dans la pulpe de plusieurs dents et en effec- 
tuant l’évacuation du liquide céphalo-rachidien & plusieurs 
reprises. Dans le second cas, le processus n’évoluait pas avec la 
méme vitesse. 

Dans les cas ot la loxine diphtérique était introduite & doses 
plus faibles et ot l’évacuation réitérée du liquide céphalo- 
rachidien n’était pas effectuée (ou quand la ponction n’était 
pas pratiquée) la maladie évoluait beaucoup plus lentement. A 
signaler qu’en opérant sur des lapins et de jeunes chiens, nous 
observions fréquemment, au cours des premiers jours, des para- 
lysies. Chez les chiens adultes, ce signe n’était pas observé. 
Parfois méme |’animal adulte ne réagissait d’aucune maniére 
particuliére & l’introduction de la toxine dans la pulpe dentaire. 
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Il nous a paru trés inléressant d’élucider le retentissement 
sur l’organisme de introduction de la toxine télaniqne par la 
voie adoptée. 

En employant, comme dans nos expériences antérieures, des 
jeunes chiens, nous avons observéaprés|’introduction de toxine 
tétanique dans la pulpe dentaire, accompagnée de l’évacuation 
du liquide céphalo-rachidien, un tableau du tétanos net, se 
manitestant aprés quelques jours. Dans quelques expériences, 
un des premiers signes consislait dans l’apparilion d’une moi- 
teur intense du derme. Les animaux maigrissaient rapidement. 
Dans la suite, se manifestait une sensibililé exagérée a la dou- 
leur au contact, du trismus des muscles masticateurs et de 
Yopisthotonos, tandis que les extrémités présentaient une 
paralysie flasque. 

Cependant, dans une série de cas, nous ne parvinmes pas a 
obtenir chez les jeunes chiens une forme typique de tétanos 
généralisé. Cette. méme observationa été faile par nous chez le 
chat qui présentait surtout des symptémes de tétanos local; le 
tétanos généralisé ne se développait pas. 


On introduit chez un jeune chien 4gé de deux mois et demi, dans la cavilé 
pulpaire de la molaire supérieure droite, de louate imprégnée de toxine 
tétanique séche (D. m. 0,0001 pour la souris). La cavité dentaire est close 
avec du ciment. Un chien témoin du méme age recoit dans la méme dent de 
VYouate avec de la solution physiologique. Les deux chiens sont soumis a 
lévacuation du liquide céphalo-rachidien (3 cent. cubes). 

Toute la journée aprés l’opération, le chien d’expérience paraissait malade, 
refusait la nourriture, gémissait. 

Au bout de vingt-quatre heures, les deux chiens se montrent bien portants. 

Le quatriéme jour, se manifeste une moiteur exagérée du derme chez le 
chien d’expérience 

Une semaine aprés, on observe un amaigrissement nettement accusé du 
chien d’expérience, tandis que l'appétit était parfaitement conservé. Comme 
auparavant, moileur du derme. 

Le seiziéme jour, le chien d’expérience apparait notablement épuisé. II 
remue a grand'peine les exlrémités, écarlte les membres postérieurs, pousse 
de temps en temps des gémissements. Le chien est dévié en S (opistho- 
tonos). Le jour suivant, donc le dix-sepliéme jour, le chien succombe. 

Cavilé cranienne. — Epanchements sanguins dans la dure-mére, vers la 
suture sagittale et la région occipilale. L’encéphale est cdématié. 

Coeur. — Les muscles sont ala coupe de coloration grisatre. Les poumons 
sont anémiques. 

Cavité abdominale. — La séreuse de la région pylorique, le duodénum et le 
troncon supérieur de l'intestin gréle sont colorés en brun-jaunatre, de meme 
que la région du ligament hépato-gastrique. Dans la cavité de l’estomac, dans 
les zones inférieures de l’intestin, gros et gréle, présence d’un liquide couleur 
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café. La muqueuse de l’estomac, et celle de Vintestin, gros et gréle sont 


cedématiées et hyperémiées; ca-etsla, épanchements sanguins. 
Reins. — Dégénérescence. 


L’examen microscopique a montré les résultals suivants 


Encéphale. — Anémie nettement accusée. OEd*me dans la substance 
blanche. 
Ceur. — Gonflement trouble netlement accusé. (a et la, dégénérescence 


vacuolaire, en connnexion avec l’cedéme du muscle. 
Poumons. — Atélectasie insignifiante et ilots d’emphyséme vicariant. 
Estomac, — Epanchements sanguins focaux dans la sous-muqueuse. 
Rein. — Dégénérescence albumineuse. 


Les expériences effeciuées dans la suite portant sur des ani- 
maux adultes ont donné un tableau quelque peu dilférent. Ou 
bien nous n’obtenions que des symptomes de tétanos local, ou 
bien nous ne parvenions pas & produire des symptomes de 
tétanos. Le processus se manifestait par un accroissement des 
phénoménes dystrophiques, aboutissant & la mort de l’animal. 
Nous avons eu l’occasion de nous en persuader surtout en effec- 
tuant des recherches sur des chals dans Ja Section de la physio- 
logie pathologique de l'Institut de médecine expérimentale. 


On introduit chez un chat, soumis 4 la trépanation de deux molaires 
supérieures du coté droit de la toxine télanique séche a la dose de 0,002. La 
cayité dentaire est close avec du ciment. Au bout de vingt-quatre heures 
le chat manifeste une raideur des muscles des extrémités du coté droit et 
des muscles dorsaux. En marchant, il tombe sur le flane droit. On constate, 
en outre, une raideur nettement accusée de la racine de la queue. Celle-ci 
est tendue et recourbée en forme d’anneau dans la direction dorsale, et a 
droite. 

Au cours de l’évolution du processus, la raideur du colé de la queue per- 
sistait. Ces symplomes sont restés stationnaires pendant trois semaines. Les 
autres symptomes ont disparu. 


L’expérience suivante montre que, dans certains cas, nous 
n’obtenions aprés lintroduction de la toxine tétanique par la 
voie indiquée ci-dessus que des symptomes de caractére dys- 
trophique. 


On introduit chez un chien adulte de 9 kilogrammes, dans la canine infé- 
rieure trépanée, de la toxine tétanique séche a la dose de 0,005. Un chien 
témoin n’est soumis qu’éa la trépanation de la dent. La cavité est close a 
Taide de ciment. Evacuation chez les deux chiens d’environ 5 cent. cubes de 
liquide céphalo-rachidien. Au bout de quatre jours le chien d'expérience 
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manifeste un amaigrissement sensible. Simultanément on constate du bal- 
lonnement de l’abdomen. 

Dix jours aprés notre intervention, apparaissent des symptomes d’épuise- 
ment. Le chien réagit peu, il ne mange pas. Le ballonnement de l'abdomen 
persiste. Au bout de deux semaines, le chien succombe & un épuisement 
progressif. Le chien témoin reste indemne. 

A l'autopsie, nous ne trouvons aucune lésion de l'encéphale et des organes 
de la cavilé thorac que. 

Lestomac est sensiblement distendu par des matiéres alimentaires. La 
muqqueuse dans la région phylorique est hyperémiée. Hyperémie et, ca et 1a, 
épanchements sanguins dans la muqueuse du duodénum et de Jintestin 


gréle. 
Fore. — Hyperémie de slase. 
Rein. — Hyperémie aux confins de la substance corticale et médullaire. 


Nous nous trouvions ici en présence d’un tableau analogue 
a celui observé lors de lintroduction d'irritants chimiques 
dans la cavité de la pulpe dentaire. 

A signaler encore l’expérience ci-dessous, au cours de 
laquelle nous ne parvinmes pas a observer, au début, apres 
Vintroduction de la toxine tétanique dans la cavité pulpaire de 
la dent, des sympltomes de tétanos neltement accusés, tandis 
qu'il existait des troubles moteurs. 


On introduit sous narcose 4 l’éther, dans la cavité pulpaire de la molaire 
gauche d’un chat, de la toxine télanique séche a la dose ulilisée chez 
d'autres chats d’expérience. Un chat témoin regoit dans la dent trépanée 
correspondante de louate humectée avec de la solution physiologique. 

Au bout de deux jours, le chat d’expérience manifeste une démarche 
chancelanle avec inclinaison du trone a gauche. Du coété de l’m@il gauche, 
conjonctivile. Parésie de la région postérieure du tronc. Dans la suite, ces 
symptomes s’associent a des contractions convulsives de la queue. Inap- 
pétence. 

Le dixiéme jour, le chat d’expérience parait épuisé. Il ne mange plus, el 
reste couché conlinuellement. Forcé de se déplacer, il marche a pas chan- 
celants. Parfois, il tombe sur le flane gauche. Forcé de se déplacer a plu- 
sieurs reprises, il présente un accés épileptique qui dure environ une demi- 
minute. 

Dix a quinze minules aprés, le chat s’était remis, mais n’élait pas en état 
de remuer. 

Au boul dune demi-heure, on parvint a provoquer, par irritation de la 
peau, un nouvel accés, quoique plus faible. Le soir du méme jour, l’animal 
mourut. Le témoin resta indemne. 


En lespéce, « la maladie » de l’animal évolua d’aprés le 
type dystrophique avec manifestalions trés modérées de tétanos 
local. Dans d'autres cas, on arriva & obtenir chez les mémes 
chats, aprés l’introduction de toxine tétanique par la voie sus- 
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indiquée, un tétanos local, parfois plus ou moins durable, Dans 
un cas, ainsi qu'il a 6té exposé ci-dessus, nous avons observé 
chez le chat d’expérience, pendant plus ou moins longtemps, 
une raideur au voisinage de la racine de la queue, celle-ci 
reslait recourbée en forme d’anneau, ltandis que lous les autres 
symptomes faisaient défaut. 

En interprétant ce phénoméne, ainsi que le fait que le tétanos 
ne s’obtient pas invariablement avec notre méthode, il convient 
de tenir compte d'une série de facteurs. 

A signaler en premier lieu le réle du liew d’application de la 
toxine. Ensuite intervient la dose : la quantité de toxine téta- 
nique liquide, nécessaire méme pour les chiens adultes, ne 
surpassait pas I goulte, tandis que la dose usuelle pour obtenir 
le tétanos chez le lapin (par injection intramusculaire ou 
intraveineuse) est de 0 c. c. 1. Nous avons constalé que le 
(étanos peut étre aussi oblenu chez le lapin en introduisant dela 
toxine tétanique dans la cavité médullaire du fémur & la méme 
dose, cesl-a-dire 0 c. c. 1. Généralement vers le quatriéme 
ou cinquiéme jour, apparait un tétanos généralisé, aux suites 
duquel lanimal succombe. Les symptémes de tétanos géné- 
ralisé étaient précédés par un télanos local, débutant généra- 
lement aux membres antérieurs, ainsi que le met en évidence 
Vexpérience suivante (exécutée par nous dans la Section de la 
physiologie pathologique de l'Institut de médecine expéri- 
mentale). 


On introduit, aprés la trépanation du fémur gauche, de la Loxine tétanique 


liquide, & la dose de 0c. c. 1, dans le canal médullaire d'un lapin. L’orifice 
dans l’os est obturé a laide de ciment. 


Au bout de trois jours, le lapin manifeste une raideur des muscles des 
extrémités antérieures et du cou neltement accusée. Si on essaie dasseoir 
le lapin, il exécute quelques mouvements en arriére, il marche pour ainsi 


dire 4 reculons. Vingt-quatre heures aprés, tétanos généralisé ; deux jours 
plus tard, 1aort. 


Ensuite, age de Vanimal doit étre pris en considération 
dans l'interprétation du processus, qui se développe aprés 
la pénétration de lirritant a la périphérie. 

Chez les jeunes chiens, le tétanos généralisé survenait apres 
Vintroduction de quantités insignifiantes de toxine tétanique 
(moins d‘une goutte) dans la cavité pulpaire d’une dent. Chez 
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Jes chiens adultes, et chez les chats, nous n’obtenions qu'un 
tétanos local en administrant les mémes doses ou des doses 
un peu plus fortes. 

Si différents que soient qualitativement les irritants chi- 
miques ou les toxines, 4 l’aide desquels nous agissions sur les 
branches périphériques du nerf trijumeau, les résultats obtenus 
étaient sensiblement analogues, l’évolution du processus pré- 
sentait nombre de traits communs. Cette analogie pouvait 
étre constatée autant dans le tableau clinique du processus 
morbide, se développant chez les animaux apres l’application 
de l’agent irritant, qu’au cours de l’examen anatomo-patholo- 
gique des animaux d’expérience ayant succombé. 

Dans le cas oti le processus évoluait plus ou moins rapide- 
ment, nous arrivions a noter, dans le tableau de la maladie des 
jeunes chiens et des lJapins, des troubles de la motricilé simples 
et complexes. La maladie s’attaquait généralement au début 
aux membres postérieurs, ensuite on observait fréquemment 
une diarrhée sanglante et un épuisement progressif de l’animal, 
aboutissant 8 la mort. Dans le cas d'un processus prolongé (de 
plusieurs mois et méme d’une année), se produisant chez les 
chiens adultes, nous constations un accroissement prog'essif 
des symptémes dystrophiques, — amaigrissement général, 
chute de poils, débutant généralement par la téte, lésions 
ulcéreuses du derme et des muqueuses — accidents observés 
par nous autant dans les expériences avec I’huile de croton, que 
dans cellesavec la toxine diphtérique et en partie avec la toxine 
tétanique. 

Au cours de l’examen anatomo-pathologique des animaux 
morts des suites de lintroduction d’irritants chimiques (huile 
de croton, formol) ou de toxines (diphtérique ou tétanique), 
nous avons nolé, dans la majorilé des cas, une lésion a peu prés 
analogue du canal gastro-intestinal, & savoir la présence 
dans l’estomac d'une matiére épaisse, goudronneuse (sang), 
hyperémie et épanchements sanguins dans la muqueuse de la 
région pylorique de l’estomac et du duodénum, rémission ou 
disparilion de ces symptomes du cété de la muqueuse de 
lintestin gréle et exacerbation dans le gros intestin et le 
rectum; on observait parfois des épanchements sanguins dans 
cerlaines zones du péritoine viscéral. Chez les chiens adultes 
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(mais non chez les chiens dgés), nous n’avons provoqué parfois 
soit au moyen de l’huile de croton, soit au moyen de toxine 
diphtérique ou tétanique aucune altération quelconque durant 
une période prolongée d’observation (parfois un an). Ces ani- 
maux pouvaient élre considérés comme indemnes. Cependant, 
une certaine vulnérabilité de leur systeme nerveux persistait, 
ce qui a été confirmé dans une expérience sur |’effet d'un 
autre agent irritant. Des phénoménes analogues ont été 
observés par d’autres auteurs dans le laboratoire de Spéransky. 

En signalant l’analogie de l’évolution du processus patho- 
logique chez les animaux aprés l’action de différents irritants 
sur le tronc périphérique du nerf trijumeau ou ses terminai- 
sons, nous cherchions & préciser les accidents de caractére 
dystrophique, se manifestant presque invariablement dans 
toutes nos expériences. 

I] est incontestable que dans une série de cas de l’application 
des toxines sur le méme nerf, on observait des symptomes 
spéciaux & la toxine en question. Ces symptémes ne se mani- 
festaient, en général, isolément, qu’au début; dans la suite, 
ils faisaient complétement défaut ou étaient observés en méme 
temps que les accidents dystrophiques. Ainsi, en introduisant 
la toxine diphtérique dans le bout périphérique du nerf sous- 
maxillaire ou en frictionnant la peau de lVoreille du lapin avee 
ce produit, les couches supérieures de l’épiderme ayant été 
rasées au préalable, on constatait généralement, au point 
d’application de lirritant, une escarre diphtéritique nettement 
accusée. Dans la suile, surtout chez Je lapin, l’animal devenait 
souvent malade et succombait avec des symptomes de dystro- 
phie généralisée. 

Liautopsie mettait en évidence du coté des poumons, des 
foyers de pneumonie ou infarctus, en dehors d’altérations des 
autres organes internes. Dans les expériences avec la toxine 
(étanique, ainsi quil a été signalé ci-dessus, on observa dans 
une série de cas, dés le début de l’affection, des symptomes de 
tétanos; dans la suite, le tableau de la maladie s’orientait vers 
des altérations dystrophiques. 

Par conséquent, en utilisant la toxine spécifique, on par- 
vient & déclencher différents processus de caractére spécifique 
et non spécifique. Ce fait a été relevé maintes fois par Spé- 
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ransky. Les altérations non spécifiques peuvent, ainsi que nous 
l’'avons vu, conduire a la mort. 

Les faits signalés plus haut, particulitrement en connexion 
avec les observations d’autres auteurs du laboratoire de Spé- 
ransky, autorisent & admettre que les élats pathologiques 
observés par nous possédent certains traits communs. 

Fort de ces résultats expérimentaux accumulés durant plu- 
sieurs années, Spéransky est & méme d’unifier nombre de pro- 
cessus pathologiques, en les considérant sous un nouvel angle. 
Les inflammations aigués et chroniques observées dans la cli- 
nique, de méme que les néoformations, sont interprétées par 
lui comme des processus, ou le rdle capital, dominant, 
incombe au facteur neurotrophique. 

Le point de départ du processus dystrophique peut étre 
constitué par telle ou telle zone du systeme nerveux, par con- 
séquent de l’organisme. L’agent irritant, s’atlaquant & un 
troncon quelconque du nerf, est susceptible de causer une 
modification du systéme nerveux. Une lésion de cette sorte, 
sans se manifester par des altérations appréciables du cété 
des tissus, peut cependant causer un état particulier « de pré- 
disposition » de l'économie vis-a-vis d'irritanls de toutes 
sortes. On ne saurait localiser le trouble de la fonction tro- 
phique ot que ce soit, les fonctions neurotrophiques englobant 
le complexus des fonctions de l’organisme. Le trophisme ner- 
veux se définit comme une manifestation de l’activité vitale 
des tissus de l’organisme, en d’autres termes comme la fonc- 
tion de l'économie entiére dans son éfat dynamique. Or, la 
fonction de lorganisme entier est déterminée par le systeme 
nerveux. Les perturbations de I’état du systeme nerveux con- 
ditionnent les modifications chimico-physiques dans les cel- 
lules et les tissus, susceptibles de se manifester & la périphérie 
et d’étre directement observées par nous. 

Telle est dans ses trails généraux, proposée par le professeur 
A. D. Spéransky, la conception du rédle du trophisme nerveux 
dans la physiologie et la pathologie de l’organisme. En défi- 
nitive, Spéransky a abordé un probléme d’une grande portée : 
eréer une théorie unigue de la médecine, établie sur les bases 
solides de la méthode synthétique, en étudiant l’organisme 
comme une entilé obéissant a des lois. 
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Pour ce qui est de nos propres expériences, nous ne saurions 
éluder les phénoménes paraissant au premier abord insigni- 
fiants, susceptibles d’étre omis méme par un observaleur expé- 
rimenté, détourné par lidée capitale qui le guide. 

Les hémorragies pulpaires (plus ou moins abonidantes), 
observées par nous lors de la trépanation des dents chez les 
jeunes chiens, étaient nettement démonstratives en raison de 
ce que l'introduction subséquente de lirritant dans la cavité 
de la pulpe s'accompagnait forcément dans un certain délai 
(souvent trés court) de différents troubles chez |’animal, abou- 
tissanl dans la majorité des cas & Ja mort. Par contre, quand 
l’ouverture de la cavité de la pulpe dentaire ne s’accompagnait 
pas d’hémorragie ou, pour mieux dire, quand celle-ci était 
insignifianle, des troubles de toutes sortes survenaient aprés 
lintroduction de lirritant dans un délai plus ou moins long; 
parfois, l’animal ne réagissait presque pas a l‘intervention. Au 
début, nous rapportions une pareille différence a la labilité 
excessive du systéme nerveux chez les jeunes organismes 
vis-a-vis de lintroduction de Virrilant (une hémorragie pul- 
paire plus abondante était observée de préférence chez les 
jeunes chiens). Actuellement, nous tendons 4 penser, qu’en 
dehors de la labilité du systéme nerveux, un certain réle doit 
étre attribué au sysléme sanguin el lymphatique du tissu dela 
pulpe. Il convient de no!ter qu’on ne saurait trouver nulle part 
dans l’organisme une corrélation des tissus (présence d’un 
complexus de tissus pulpaires, y compris le faisceau neuro- 
vasculaire) plus étroite que dans la cavilé de la dent presque 
isolée topographiquement, fixée dans l’alvéole de la machoire. 
De la, une certaine particularité de |’évolution du processus 
pathologique lors de la pénétration de Virritant en ce point. 
Le processus évoluait {réquemment avec plus d‘intensilé quand 
Ja substance irritante était introduite par la voie sus-indiquée 
que lorsqu’elle était injectée dans le nerf périphérique ou sous 
la peau. Par conséquent, en tenant compte du point de péné- 
tration de Virritant (ainsi que le constate Spéransky dans ses 
travaux), nous ne saurions nous dédire de l’opinion sur « la 
sensibilité » exagérée du systtme gingivo-dentaire & l’agent 
nocif, par comparaison avec les autres régions. 

Cependant quelques faits ne peuvent étre suffisamment 
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éclaircis et analysés. Nous ne saurions nous prononcer & leur 
sujet acluellement. | 

Les études du laboratoire de A. D. Spéransky permettent 
d’envisager sous un jour nouveau toute une série de problemes 
de la pathologie. Actuellement, on ne saurait encore mesurer 
la portée de ces conceptions, quant a la médecine pratique. 
Néanmoins, elles tracent neltement la voie qui doit étre suivie 
pour agir sur l’évolution des processus pathologiques influen- 
cant le systéme nerveux. 

En vue de démontrer cette influence, nous avons utilisé 
la méthode de Vinfiltration & l'aide de la novocaine dans 
le voisinage immédiat de la zone envahie au cours de 
différentes affections : gingivites et stomatites, glossites, 
angines, périodonlites et périoslites, lymphadénies aigués; 
dans tous les cas le résultat obtenu a été favorable. On observe 
la suppression des douleurs (fréguemment immédiatement 
aprés linjection de la novocaine), le dégonflement de la 
tumeur, l’abaissement de la tempéralure (dans les cas ot 
celle-ci était augmentée). Dans les stomatiles ulcéreuses, les 
douleurs cessent le jour méme de infiltration avec la novo- 
caine. Les ulcéres guérissent quelques jours plus tard. Dans 
une série de cas, l’effet curatif a été obtenu au moyen d’une 
injection unique de novocaine a 1/4-1/2 p. 100, & la dose de 
2a 3 cent. cubes. 

Dans plusieurs cas de névralgie du nerf trijumeau, nous 
avons obtenu de méme un résultat favorable : tantdt les accés 
disparaissaient complétement, tantdt ils diminuaient et deve- 
naient beaucoup plus rares. 

Un résultat exceplionnellement favorable a élé obtenu lors 
de Vapplication des injections ci-dessus (solution de novocaine) 
& une malade (jeune fille agée de seize ans) alteinte de tuber- 
culose des ganglions lymphatiques du cou avec fistules puru- 
lentes multiples. 

Aprés quelques infiltrations hypodermiques de novocaine a 
des intervalles d’une, deux et trois semaines au pourtour des 
paquets ganglionnaires, nous avons oblenu une diminution 
progressive de celles-ci, allant presque la disparilion complete. 
Les fistules se fermaient par poussées successives. 

Le traitement a é!é poursuivi par intervalles pendant deux a 


468 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


trois mois. Finalement, la malade put reprendre ses occupa- 
tions normales. 

La méme méthode curative — infiltration a Vaide de la 
novocaine — qui a été utilisée ici au cours des affections les 
plus différentes a donc produit un effet nettement positif. Ce 
fait démontre une fois de plus que, d'accord avec l’opinion de 
A. D. Spéransky, la méthode de la répartition des maladies 
d’aprés leur distinction doit étre remplacée par la méthode de 
leur unification d'aprés la similitude. 

Evidemment dans tous les cas d’une atteinte de l’organisme, 
nous devons, en premier lieu, lenir compte du réle du tro- 
phisme nerveux inhérent a tous les troubles observés. Il va de 
soi que notre intervention n’inlroduit pas dans l'économie une 
substance médicamenteuse spécifique. Celle-ci parait seule- 
ment établir des conditions propices a « une modification de 
groupements » dans l’organisme et incontestablement dans le 
foyer morbide (nous présumons « une modification de groupe- 
ments » du cdté des éléments les plus menus du réseau vascu- 
laire et nerveux), amenant un effet favorable. C’est sous cet 
angle qu'il faut, semble-t-il, interpréter le réle du facteur de 
senitaion supplémentaire constilué par linfiltration a vate 
de la novocaine. 

Des observations cliniques ultérieures cadrant avee les 
données expérimentales devront élucider cette question. 


CONCLUSIONS. 


{° Aprés Vintroduction de différents irritants dans les 
branches périphériques du nerf trijumeau, il se produit fré- 
quemment un processus dystrophique en général de méme 
ordre; 

2° Lors de l’action sur les mémes branches de toxines spéci- 
fiques, les symptomes de la maladie dans la période initiale 
peuvent étre de caractére spécial; dans la suite, il se manifeste 
un processus dystrophique non spécifique, susceptible d’exercer 
une action décisive sur l’existence de l’animal; 

3° Au moment de l’application de irritant, celui-ci perd son 
influence sur le sort du processus ; son évolution subséquente, 
son organisation sont réalisées par le systeme nerveux ; 
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4° L’évolution du processus aprés la pénétration de l’agent 
chimique ou de la toxine dépend fréquemment non des carac- 
téres de lirritant, mais des propriétés du tissu soumis & Virri- 
tation, du point de son application et de’ état de l’organisme; 

5° Les données expérimentales oblenues peuvent contribuer 
a l’éclaircissement de certains phénoménes obscurs de la patho- 
logie et sont utilisables dans la médecine pratique; 

6° L’infiltration a l'aide de la novocaine ou le « blocage & la 
novocaine » au voisinage de la zone atteinte peut étre utilisée 
avec succés comme facteur curatif au cours de différentes 
affections de la cavité buccale et des ‘maxillaires (particuliére- 
ment lors des processus inflammatoires aigus). 


BIBLIOGRAPHIE 


1. Bruninc, Zentralb/. fiir Chir., n° 48, 1921. 
2. Kanracuow (P..N.), La cavité buccale dans la pathologie du systeme 
nerveux. J. clinique de Sarratov, 1929 (en russe). 
3. Kartascuow (P. N.), Vireh. Arch., 283, 1932. 
4, Kartascuow (P. N.) et Matwerewa (L. M.), Virch. Arch., 286, 1932. 
5. Kotte et Wassermany, Handbuch, 5, 1913. 
6. Lericue et Fontaine, Presse Médicale, n° 36, 1926. 
7. Lericus et Ropineav, XXVI*° Congrés francais de Chirurgie, 1927. 
8. Mototkorr. J. phys. russe Selchenov, 8, 1925, n°* 5-6 (en russe). 
9. Onset (L. A.), Bull. de U'Inst. scient. de Lesshafl, 6, 1923 (en russe). 
40. Paycoy (I. P.), L’innervation trophique, Rel. Netchatev (en russe). 
41, Rasienxore (J. P.), J. phys. russe Selchenov, 1927 (en russe). 
42, Rasoumovsky (V. I.), Les processus atrophiques dans les os aprés la dis- 
section des nerfs. Thése, 1884 (en russe). 
43. Racnwanorr (A, V.), La propagation des toxines dans le syst¢me nerveux, 
4917 (en russe). 
44. Spéransxy (A. D.), Le systeme nerveux dans la pathologie, 1930 (en russe). 
13. Sréransxy (A. D.), Rec. A l'occasion du jubilé du professeur D. D. Plet- 
neff, 1932 (en russe). 
46. Soustorr (G. V.), Arch. d. Se. biol., 32, XXXII, n° 2 (en russe). 
47. Cuamorr, Nouv. Arch, de chir., 4, 19241, n° 3 (en russe). 
48. Spiess, Miinch. med. Wochenschrift, 1906, n° 8. 


a 


SUR LES PHENOMENES DE DISSOCIATION 
ET DE LYSE OBSERVES DANS LES CULTURES 
DE L'ACTINOMYCES BOVIS BOSTROEM 
ESSAIS D’APPLICATION DES FILTRATS 
DE CULTURES LYSEES 
AU TRAITEMENT DE L’ACTINOMYCOSE 


par S. DMITRIEFF et G. SOUTEEFF. 


(Institut central des Maladies tropicales de Moscou, 
Directeur : professeur P. Serevierr.) 


Au cours d’une étude comparée faite sur 11 morphologie des 
cultures de |’ Actinomyces bovis Bostroem, notre attention fut 
attirée par un phénoméne de lyse observé par l’un de nous (1), 
d@abord dans une seule culture, puis, en collaboration avec 
M'® Firioukowa (2) dans plusieurs autres. Ce phénoméne 
s’observait facilement dans les cultures sur gélose et élail 
toujours intimement lié & des types particuliers de colonies. 
On l’observait aussi dans les cullures en bouillon. Sur les 
plaques de gélose, il se traduisait par une transformation 
d’une colonie d’abord saillante et opaque en un disque tout a 
fait plat et vitreux qui ne reflétait que trés peu l’aspect initial 
de la colonie. Dans les cultures en bouillon, la lyse se mani- 
festait par une dissolution plus ou moins complete du dépot 
mycélien qui s'y élait développé. L’étude des colonies lysées' 
sur plaques de gélose nous montra que la lyse était toujours 
suivie de l’apparition de colonies-filles qui dérivaient de la 
colonie lysée. Parmi ces colonies, on pouvait distinguer deux 
types, dont l'un ne différait aucunement de la colonie-mére et 
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(2) Dartrierr et Firroukowa. Journ, de Microb., ad Epidém. et d’lmmunobiol 
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conservail, dans les repiquages ultérieurs, la propriété de se 
lyser. Les colonies du second type différaient des premidres 
par leur morphologie et surtout par leur inaptitude A la lyse. 
Ce phénoméne rappelait en certains points le phénoméne de 
dissociation bien connu chez les bactéries; il fit l'objet de nos 
recherches dont les résultats sont exposés dans les publications 
qui viennent d’étre citées. Nos observations actuelles portent 
sur 19 souches qui nous permettent de compléter nos observa- 


Fre. 4. 


tions antérieures et d’en faire des déductions d’ordre plus 


général. 
Nous distinguons parmi les colonies les groupes suivants : 


1° CoLonigs APTES A SE LysER. — Le type le plus commun de 
ce groupe trés multiforme est représenté par de petites colonies 
saillantes,“convexes, 8 sommet enfoncé, souvent sillonnées par 
des fissures et entourées d’un bord plat et étroit (fig. 1). Ces 
colonies se rencontrent dans la plupart des souches et se carac- 
térisent principalement par leur aplitude & la lyse et par la 
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propriété de digérer le sérum de cheval coagulé. Elles hémo- 
lysent la gélose au sang et coagulent presque toujours le lait 
tournesolé en y produisant de l’acide. En dehors ces colonies, il 
faut ranger dans le méme groupe plusieurs types de grandes 
colonies plites, & bord circulaire, le plus souvent dépourvues 
de toute sculpture ou tout au plus sillonnées par de rares 
sillons & disposition radiale. Aprés la lyse, ces colonies donnent 
souvent naissance & une mullilude de petites colonies du 


Fic. 2. 


premier type qui couvrent toute la surface de la colonie lysée. 
Tous ces types de colonies peuvent étre retrouvés dans la 
méme souche a divers moments de son développement. 


2° COLONIES INAPTES A Si LYsSER. — Ces colonies, comme celles 
qui viennent d’étre étudiées, peuvent étre isolées des produits 
pathologiques, mais elles peuvent aussi dériver des colonies du 
premier groupe apres leur lyse. 

Caractéres morphologiques : sculpture en plis a disposition 
radiale; colonics étoilées (fig. 2) ou en rosace, aprés vieillisse- 
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ment pourvues & leur centre d’un orifice cratériforme et pro- 
duisant souvent des spores en forme de poussiére crayeuse. 
Les cultures qui en dérivent ne digdrent jamais le sérum 
coagulé de cheval, sont dépourvues de pouvoir hémolytique et 
alcalinisent généralement le lait tournesolé. Aprés un dévelop- 
pement prolongé dans les milieux liqnides, elles manifestent 


Fic. 3. 


une faible tendance 4 se transformer en colonies du premier 
groupe. Cette transformalion n’est jamais accompagnée de 
lyse. Un type proche de ces colonies est représenté par de 
grosses colonies avec une surface a circonvolutions sinueuses 
couyertes de spores crayeuses. Ces colonies produisent un 
pigment brun foncé qui diffuse dans la gélose. 

En partant de vieilles cultures lysées, nous etimes l'occasion 
d’isoler, dans une de nos souches, des colonies a pigment vert 
foncé. Ces colonies apparaissent subitement, sans aucune régu- 
larité et, dans les repiquages ultérieurs, ont une tendance & 
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disparailre en faisant retour aux colonies des deux premiers 
groupes. . 

‘Dans ces Puc de transformation qui se rapprochent 
de trés pres de ceux qu’on observe dans le phénoméne de disso- 
ciation baclérienne, le plus grand intérét était offert par le 
processus de lyse. Au premier aspect, ce processus rappelait 
beaucoup le phénoméne de lyse transmissible. Comme dans le 
phénoméne décrit par Twort, nous étions en présence d'une 
transformation de colonics tout A fait développées en colonies 
vilreuses. Quelquefois, cependant, la lyse intervenait déja a la 
période de croissance dans de jeunes colonies non encore 
développées et se manifestait par leur fonle plus ou moins 
compléte (fig. 3). Dans les cultures en bouillon, la lyse se pro- 
duisait en deux a trois semaines. Elle était nettement liée 
& la vitalité de la culture; l’action du formol la supprimait 
instantanément. Nous avons essayé de la transmetire, mais nos 
tentatives furent infructueuses, sauf dans un seul cas, tout a 
fait particulier, ou il s’agissait d'une souche qui ne poussait 
que dans des conditions de microaérophilie dans les souches 
superficielles de la gélose. Aprés deux & trois jours de dévelop- 
pement dans ces spndieen la culture apparaissait 4 la surface 
du milieu nutrilif. Juste & ce moment nous faisions |’applica- 
tion d’un filtrat obtenu d’une culture de bouillon lysée et filtrée 
sur bougie Chamberland L5. Dans ce cas, nous parvinmes a 
obtenir des taches stériles lout & fait analogues a celles qui sont 
si bien connues dans la lyse bactérienne. Cette seule expérience, 
exécutée dans des conditions tout a fait particuliéres, ne nous 
autorise pas encore a tirer de conclusions sur l’identité du prin- 
cipe lysant contenu dans nos cullures avec l’agent de la lyse 
transmissible. Bien plus, nous sommes portés a croire que dans 
1a lyse observée dans nos cultures, nous avons affaire & un 
phénoméne intimement lié au développement normal d’une 
culture qui pourrait traduire peut-étre lexistence d'un cycle 
évolutif encore inconnu. Un appui a cetle conceplion nous 
parait étre donné par la fréquence avec laquelle les phénomeénes 
de lyse se rencontrent dans les cultures et dans le fait de leur 
réapparition aprés chaque repiquage, & un moment donné du 
développement de la culture. y: 


Les filtrats oblenus de nos cultures étaient donés de proprigtes 


eng: 
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anligénes. En immunisant des lapins, nous sommes parvenus a 
obtenir des sérums précipitants et fixateurs de l’alexine. Le sang 
des malades atteints d’actinomycose fixait aussi dans la plupart 
des cas Valexine avec notre fillrat employé comme antigéne. 

En présence de ces faits il nous parut tout naturel d’éprouver 
notre filtrat au point de vue thérapeutique. Les premiers 
essais faits dans celle direction nous semblent assez encoura- 
geants, 


1. Ou..., employé, agé de trente-neuf ans. Tuméfaction de la joue gauche 
avec infiltration qui s’étend de l’arcade zygomatique jusqu’a la machoire infé- 
‘rieure et 4 fistules d’ot sort un pus contenant des grains actinomycosiques. 
Dans son passé le malade avail présenté la malaria, la gonorrhée et la 
syphilis et avait subi 4 cures spécifiques. Réaction de Wassermann négative, 
réaction de Kahn incertaine, réaction de Bordet et Gengou avec le fillrat de 
culture positive. L’urine contient 0,(6 p. 100 d’albumine, de rares globules 
rouges et des cylindres hyalins. L’ensemencement du pus donne des cul- 
tures aérobies (type Bostroem) et anaérobies (type Wolf Israél). Le malade 
fut trailé d’abord par liodure de sodium, administré par voie inlraveineuse, 
ensuite par les rayons Roentgen sans succes appréciable. Aprés l’adminis- 
tration des rayons ultra-courts, des améliorations transiloires suivies de 
rechulte et d’apparition de nouveaux foyers inflammatoires. Vu l’insuccés 
de la thérapeutique, le malade fut soumis a un traitement par le filtrat de 
culture lysée. L’injection intradermique produisait au lieu de son application 
un cedéme local avec rougeur de la peau. Le filtrat fut administré par voie 
intramusculaire (trente et une injections de doses de 0c. c 1 A4c.c. 5, une 
fois chaque cing jours). Amélioration graduelle. Au bout de cing mois et 
demi, disparilion compléte de tous les symptomes locaux. 

2. P..., ouviére, 4gée de quarante-quatre ans. Tuméfaclion dans la région 
du cou apparue au mois de juin 1934, a la suite d’une lésion de la gencive 
par un épi pendant que Ja malade mangeait du pain. Impossibililé compléte 
d’ouvrir Ja bouche. Au mois d’octobre fut praliquée une incision aprés 
laquelle la bouche commenga a s’ouvrir. Au lieu de l'incision il se forme 
une infiltration douloureuse avec fistules qui dégagent du pus contenant des 
grains actinomycosiques, dont on obtient des cullures aérobies. Réaction de 
Wassermann et réaction de Bordet-Gengou avec le filtrat négatives. Dés le 
mois de janvier 1935 la malade subit un traitement par le filtrat de culture 
lysée : douze injections de 0 ¢.c. 1 40 c.c. 5 dabord intradermiques puis 
sous-cutanées. Chacune d’elles est suivie d’cedéme et de rougeur de Ja peau 
au lieu de l'injection. Au bout de deux mois et demi, les fistules se ferment 
avec formation de cicatrices molles, et l’élat de convalescence s’établit. 

3. D..., ouvriére agée de vingt-sept ans. Au mois de janvier 1935, six jours 
aprés l’extraction d'une dent de sagesse du coté gauche de Ja machoire infé- 
rieure apparait une tuméfaction dure, soudée aux ltissus sous-jacents et a 
los qui monte vite jusqu’a larcade zygomalique de la région temporale, 
immobilisant les machoires jusqu’A rendre impossible louverture de la 
bouche. La malade ne s’alimente que de liquides. Tuméfaction des glandes 
sous-maxillaires. Aprés une incision, formation de fistules qui dégagent du 
pus avec grains actinomycosiques. On en obtient des cultures aérobies et 
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anaérobies. Réaction de Wassermann négalive, réaction de Bordet el Gengow 
avec le filtrat positives, intradermo-réaction avec le méme filtrat négative. Le 
traitement par le Roentgen est sans effet, méme combiné avec des injections 
de petites doses de filtrat (0 c.c. 2&1 cent. cube). Au mois de maile Roentgen 
est supprimé: les doses de filtrat montent jusqu’a 1c. c.5 a 2 cent. cubes en 
injection intramusculaire. Ce traitement fait vite rétrocéder les symptomes; 
au mois d’aont la malade peut facilement ouvrir la bouche. Guérison com- 
pléte au mois d’octobre. 


Les résullats des expériences que nous venons d’exposer 
semblent montrer que nos filtrats renferment un principe spé- 
cifique dont on pourrait se servir daus la thérapeutique d'une 
maladie aussi grave que l’actinomycose. 


ESSAIS DE SENSIBILISATION ANAPHYLACTIQUE 
DU SPERMOPHILE (SPERMOPHILLUS CITELLUS WAGN.). 


par B. G. WEINBERG, C. F. GRJANKO et E. J. BROUTMAN. 


(Laboratoire de Microbiologie. Chef : Prof. W. Z. Buy.) 


L’hémisphére nord est peuplé de 26 espéces de spermophiles 
(Spermophillus Cuv.) Dans ’U.R.S.S., on rencontre surtout la 
variété de Spermophillus citellus Wagn. (au sud) et de Spermo- 
phillus fulous (a Vest). Les spermophiles sont souvent employés 
dans les laboratoires pour des expériences microbiologiques et 
immunobiologiques. Il était intéressant de rechercher si ces 
animaux peuvent étre rendus anaphylactiques. Dans la liltéra- 
ture que nous avions a notre disposition, nous n’avons rien 
trouvé a cet égard. 

On sait que le degré de la sensibilité anaphylactique varie 
selon l’espéce des animaux. A ce point de vue, les cobayes 
sont au premier rang; puis viennent, dans l’ordre : lapins, 
moutons, chévres, chevaux, poules, pigeons, chiens. L’>homme 
a une faible disposition pour l’anaphylaxiec; les singes, les écu- 
reuils, les souris et les rats semblent étre insensibles, cependant 
on parvient quelquefois & reproduire des phénoménes anaphy- 
lactiques méme chez ces animaux. 

Nous avons effectué des expériences d’anaphylaxie sur 29 
spermophiles (S. czted/us) et 2 cobayes qui servaient de con- 
tréle. D’abord nous avons constaté que le spermophile supporte 
sans aucun trouble |’injection intracardiaque de 1 cent. cube 
de sérum de cheval. 20 spermophiles ont recu des doses de 
0 c.c. 25-0 c.c. 4 de sérum de cheval, injectées sous la peau; 
8 de 0c.c.24a0c.c. 4 du méme sérum par injection intrapéri- 
tonéale. 

L’épreuve déchainante a été effectuée aprés des délais de 
dix, douze, dix-huit, vingt et un, trente, trente et un jours sur 
16 spermophiles par injection intracardiaque de 0c. c. 5 a 
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1c.c. 0 de sérum et & 142 spermophiles par injection intracéré- 


brale de 0c. c. 2 de sérum. 


“ 


Dans le tableau ci-dessous, on trouvera en détail les résullats 
de ces expériences. 


MODE 


de sensibilisalion 


Sous la peau. . 
Sous la peau . . 


Sous la peau 
Sous la peau 


Sous la peau. . 


Sous la peau 
Sous la peau 


Sous Ja peau. . 
Sous la peau. . 


Sous la peau 


Intrapérilonéale 


Intrapéritonéale . 
Intrapéritonéale . 
Intrapéritonéale , 


Sous la peau 
Sous la peau 


Sous la peau. . 
Sous la peau. . 


Sous la peau 


Intrapérilonéale. 
Intrapéritonéale . 
Intrapéritonéale . 
Intrapéritonéale . 


Total 


DOSE DE SERUM 


won cococoo 


oof SO CS SS S.S' SO: SS 
SP Pe RS eS SD PO po lo [fo 


en cent. cube 


Ct Ot DO KO 


or Oe 


NOMBRE 
de spermophiles 


— DOWD Kw 


EE EP eS 


INTERVALLE 
entre les deux 


Pee 
bo tw bo 


woe 
- Oo 


en jours 


INJECTION 


déchainante 


Intracardiaque. 
Intracardiaque. 
Intracardiaque. 
Intracardiaque. 
Intracardiaque. 
Intracardiaque. 
Intracardiaque. 


Intracérébrale. 
Intracérébrale. 
Intracardiaque. 


Intracérébrale. 
Intracérébrale. 
Intracérébrale. 
Intracardiaque. 
Inlracardiaque. 
Intracardiaque. 
Intracérébrale. 
Intracérébrale. 
Intracérébrale. 
Intracardiaque. 
Intracérébrale. 
Intracérébrale. 
Intracérébrale. 


i) 
& 


SBRUM 


DE 
en cent. cube 


DOSE 


REMARQUE 


Le cobaye n° 1 a montré 
dans les mémes condi- 
tions un choc typique; 
il est mort cing minutes 
apres. 


2|Le cobaye n° 2 a montré 
dans les mémes condi- 
tions un choc typique; il 
cst mort six minutes apres. 


ooorocorrocooco- 
NWNWNOCONNNOCOCNKNS 


+ 2 cobayes. 


Nous n’avons pas observé de choc anaphylactique apres l’in- 


jection déchainante de l’antigéne, ni de choc prolongé. Les deux 
cobayes témoins ont présenté dans des conditions analogues 
un choc anaphylactique typique. Nous pouvons done conclure : 

1° Les spermophiles (Spermophillus citellus), préparés par 
une injection de sérum de cheval, ne présentent pas de choc 


anaphylactique lors de l’épreuve déchainante avec le méme 
antigéne ; 
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2° A ce point de vue, les spermophiles de cette espéce 
peuvent étre placés au méme rang que les souris blanches et 
les rats. 

Le choc anaphylactique ne pouyant étre considéré comme un 
critérium absolu de la sensibilisation, nous nous proposons de 
faire une série d’essais pour étudier le phénoméne d’Arthus et 
les anticorps circulant dans le sang des spermophiles préparés 
par une injection de sérum hétérologue. 
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ERRATA 


Mémoire Winogradsky (ces Annales, 56, mars 1936, p. 224), p. 230, lignes 
9412, au lieu de: 
he et de sa qualilé? 

III. L'azote combiné sous forme d’extrait organique serait-il plus propice 
4 la fixation? Les expériences dans le tableau II cherchent a répondre & cette 
question (voir tableau III). 

WIRE 

Ce Bac et de sa qualité? Les expériences résumées dans le tableau II 
cherchent a répondre a celte question. 


« If. L’azote combiné sous forme d’extrait organique serait-il plus propice 
a la fixation? (Voir tableau III). » 


Mémoire E. Wollman (ces Annales, 56, mars 1936, p. 316), p. 32%, 25¢ ligne, 
au lieude : 

Pour la souche lysogéne éludiée, de méme que la lyse le nombre... 

Lire: 


« Pour Ja souche lysogéne éludiée, de méme que dans Ja lyse des bacté- 
ries sensibles, le nombre .. » 


Mémoire E. Césari ct Paul Boquet (ces Annales, 55, seplembre 1935). p. 316, 
rectifier comme il suit le tableau relatif au pouvoir coagulant du venin de 
V. aspis. 


VENIN NON CHAUFFR VENIN CHAUFFE A 60° 


1/2 heure| 1 heure | 2 heures 1/2 heure | 1 heure 2 heures 


Tube? i. : 
AUMOSTEEVA TT ees 
Tube me 10. 25. 
Tube nodi. .. 


Idem. (Ces Annales, 56, février 1936, p. 171), p. 173, 3° alinéa (Mesure de 
laction hémolytique), au lieu de : 
quantilé un peu supérieure... 

Lire : 


« quantilé un peu inférieure ». 


Le Gérant : G. Massovy. 
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